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Naraščajoča človeška populacija nas sili k večanju pridelave poljščin, da bi bili lahko kos 
vedno večjemu globalnemu povpraševanju po hrani. Globalna varnost hrane (GFS, ang. 
»Global Food Security«) je ogrožena s širjenjem patogenov preko trgovanja in transporta, 
ter z izgubo pridelka zaradi napadov škodljivcev in patogenov. Povzročitelji bolezni so 
virusi, bakterije, glive, oomicete in insekti, ki povzročijo stalno 20 %  izgubo globalnega 
pridelka, z dodatno 10 % izgubo, ki se zgodi po žetvi. Med vsemi biotskimi zastopniki so 
glive in oomicete tiste, ki predstavljajo največjo nevarnost GFS (Bebber in Gurr, 2015). 
Bakterije, glive in oomicete proizvajajo molekule, elicitorje, ki sprožijo obrambne 
mehanizme pri rastlinah. Elicitorji so elicitini iz oomicet Pythium spp. in Phytophthora spp. 
ter bakterijski in glivni zunajcelični encimi. Encimi razgrajujejo rastlinsko celično steno ter 
s tem sproščajo elicitorske fragmente. Rastlinske obrambne mehanizme lahko aktivirajo tudi 
mikrobne strukturne komponente kot so: bakterijski flagelin, lipopolisaharidi na celični 
površini ter glukani glivnih celičnih sten (Pemberton in Salmond, 2004).  
Bakterija Pythium aphanidermatum, ki je nekrotrof (parazitski organizem, ki ubije 
gostiteljske celice in se hrani na mrtvih celicah), vsebuje gene za nastanek takšnega elicitorja 
– protein NLPPya, ki sodi v družino proteinov NLP (Nep1-like proteins). Proteini NLP so 
najbolj poznani po tem, da se vežejo na sfingolipide v rastlinski celični membrani in pri 
dvokaličnicah (krompir, paradižnik, soja, tobak, hmelj) povzročijo imunski odziv in 
posledično celično smrt. V družini proteinov NLP najdemo tudi proteine, ki niso citotoksični 
in ne povzročajo celične smrti. Oomiceta  Hyaloperonospora arabidopsidis, ki je obligaten 
biotrof (rastlinski patogen, ki ustvari dolgotrajno povezavo z živimi celicami gostitelja in 
gostiteljskih celic ne ubije), vsebuje zapis za netoksičen protein HaNLP3 (Laluk in 
Mengiste, 2010; Pemberton in Salmond, 2004; Oome in sod., 2014; Fang in sod., 2017). 
Ker so rastlinski sfingolipidi zelo kompleksni (znanih je že več kot 250 različnih 
sfingolipidov), se za preučevanje le-teh pogosto uporablja modelni organizem, kvasovka 
Saccharomyces cerevisiae, ki vsebuje tri skupine kompleksnih sfingolipidov: inozitol-
fosfoceramid, manoza-inozitol-fosfoceramid in manoza-(inozitol-P)2-ceramid (Gronnier in 
sod., 2016; Yamagata in sod., 2013). 
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1.1 CILJI NALOGE 
Zanimajo nas proteini NLP in njihovi potencialni receptorji sfingolipidi. Cilj magistrske 
naloge je proučevanje interakcij med proteini NLP in kvasnimi sfingolipidi. Kvasovko S. 
cerevisiae smo izbrali kot modelni organizem, ker je enostaven enoceličen evkariont, 
izjemno primeren za poskuse ter hkrati vsebuje sfingolipide, ki so v precejšnji meri podobni 
rastlinskim sfingolipidom. Pripravili smo fluorescenčno označene proteine NLP ter s 
pomočjo pretočne citometrije in konfokalne mikroskopije sledili vezavo označenih 
proteinov na kvasne protoplaste. Toksični efekt proteinov NLP na kvasovke in kvasne 
protoplaste smo sledili s pomočjo testa viabilnosti celic z uporabo propidijevega jodida. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 Proteini NLP se vežejo na plazmalemo kvasovk, ker so kvasni sfingolipidi v 
precejšnji meri podobni rastlinskim sfingolipidom. 
 
 Proteini NLP se vežejo na kvasne protoplaste, ne pa na kvasovke s celično steno. 
 
 Čas inkubacije proteinov NLP s kvasnimi protoplasti in koncentracija proteinov NLP 
vplivata na vezavo in toksičnost. 
 
 Toksični protein NLPPya se bolj veže na kvasne protoplaste od netoksičnega proteina 
HaNLP3 in je tudi bolj toksičen za kvasne protoplaste od HaNLP3. 
 
 Spremembe v manozilaciji sfingolipidov vplivajo na vezavo proteinov NLP na 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 PROTEINI NLP (NEP-1 LIKE PROTEINS) 
Skupino proteinov, imenovano NLP (ang. »Nep1-Like Proteins«), izločajo različne glive, 
bakterije in oomicete. Člani družine NLP imajo visoko stopnjo podobnosti aminokislinskega 
zaporedja in inducirajo hipersenzitivnostne odzive pri različnih rastlinah.  
Učinkovita odpornost na rastlinske bolezni temelji na dveh evolucijsko povezanih oblikah 
naravne imunosti. Z namenom, da prepozna strukture na mikrobni površini, imenovane 
molekularni vzorci, povezani s patogenom ali mikrobom (PAMP/MAMP, ang. »Pathogen-
Associated Molecular Pattern/Microbe-Associated Molecular Pattern«) se je razvil začetni 
rastlinski imunski odziv, ki se nanaša na imunost, sproženo s PAMP (PTI, ang. »PAMP-
Triggered Immunity«)  (Nürnberger in sod., 2004; Zipfel in Felix, 2005; Chisholm in sod., 
2006; Qutob in sod., 2006). Subverzija PTI z mikrobnimi efektorji je ena izmed ključnih 
strategij uspešne rasti in razmnoževanja patogena na gostiteljski rastlini (Alfano in Collmer, 
2004). V koevoluciji interakcij gostitelj-mikrob so posamezni rastlinski kultivarji pridobili 
rezistenčne proteine. Ti proteini nadzirajo motnje funkcij gostiteljske celice, povzročene z 
mikrobnimi efektorji in s tem sprožijo imunske odzive rastline. Ta tip rastlinske obrambe se 
nanaša na imunost, sproženo z efektorji (ETI, ang. »Effector-Triggered Immunity«) 
(Chisholm in sod. 2006; Qutob in sod., 2006). 
Aktivacija katerega koli tipa rastlinske imunosti potrebuje občutljiv sistem zaznavanja pri 
gostitelju, ki prepozna determinante, proizvedene s strani mikrobov (Chisholm in sod., 
2006). PTI se začne, ko rastlinski površinski receptorji prepoznajo ohranjene mikrobne 
strukture (PAMP) (Zipfel in Felix, 2005). Dokazali so, da imunski odzivi, sproženi s PAMP, 
pripomorejo k bazalni rezistenci gostiteljske rastline proti virulentnim patogenom. 
Aktivacija specifične rezistence na bolezni je posredovana z neposredno ali posredno 
prepoznavo mikrobnih efektorjev preko rezistenčnih proteinov (Alfano in Collmer, 2004; 
Qutob in sod., 2006). Tak tip prepoznave efektorja je genetsko karakteriziran kot rezistenca 
gen-za-gen (Chisholm in sod., 2006). 
Veliko različnih mikrobnih komponent MAMP najdemo pri bakterijah, glivah in oomicetah. 
Trije najbolj poznani MAMP bakterij so:  
(i) flagelin, ki je glavni protein evbakterijskega flagela, ki ga uporabljajo za 
premikanje. Imunski odziv sproži del proteina imenovan flg22, ki je sestavljen iz 
22 visoko ohranjenih aminokislinskih ostankov,  
(ii) temperaturno nestabilni elongacijski faktor (EF-Tu), ki ga najdemo v številnih 
bakterijskih vrstah in ki sodeluje pri sintezi proteinov. Nekatere rastlinske vrste 
prepoznajo kot MAMP elf18, ki je 18 aminokislinska domena proteina, 
(iii) peptidoglikan, ki je strukturna komponenta celične stene večine bakterij. 
Sestavljen je iz izmenjujočih ostankov N-acetilglukozamina in N-acetil 
Porenta A. Vpliv proteinov NLP na kvasovke.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
4 
muraminske kisline. Pri glivah je pomemben MAMP hitin, ki je strukturna 
komponenta glivne celične stene (Oome in sod., 2014). 
Tudi oomicete vsebujejo MAMP:  
(i) heptaglukozidne fragmente, ki izhajajo iz β-glukanov polisaharidov celične 
stene, 
(ii) glikoprotein 42, ki je transglutaminaza odvisna od kalcija in ki sodeluje pri 
ireverzibilnem povezovanju proteinov (ang. »cross-linking«), 
(iii) elicitine (proteini NLP), sekretorne proteine, ki se vežejo na sterole rastlinskih 
celic in povzročijo nekrozo in celično smrt, 
(iv) lektin, ki se veže na celulozo in s tem povzroči spremembe v rastlinski celični 
steni (Oome in sod., 2014). 
Apoptoza je pogosta posledica kompatibilnih in nekompatibilnih interakcij rastlina-patogen. 
PAMP in MAMP lahko povzročijo apoptozo z neposrednimi in posrednimi interakcijami z 
receptorji, ki prepoznavajo vzorce. Primer tega je ksilanoza iz Trichoderma viride, ki po 
vezavi na receptor na površini celice povzroči apoptozo paradižnikovih celic. Neprimerna 
apoptoza lahko pospeši bolezen in spodbuja rast nekrotrofnega patogena, ki živi od mrtvih 
oziroma umirajočih celic (Gijzen in Nürnberger, 2006; Qutob in sod., 2006). 
Prvi protein NLP je izoliral Bailey (1995) in ga identificiral kot komponento filtrata kulture 
Fusarium oxysporum, ki je povzročila nekrozo in produkcijo etilena pri rastlini koke 
(Erythroxylum coca). Čiščenje filtrata je nekrotično komponento prikazalo kot 24 kDa velik 
protein, katerega je Bailey poimenoval peptid 1, ki inducira nekrozo in sproščanje etilena 
(Nep1, ang. »Necrosis and Ethylene-inducing Peptide 1«).  
2.1.1 Organizmi, ki vsebujejo NLP proteine 
Informacije za sintezo proteinov NLP vsebujejo različni mikroorganizmi, od oomicet 
(Pythium aphanidermatum ter različne vrste Phytophthora spp.), pravih gliv (Fusarium 
oxysporum in Neurospora crassa), do po Gramu pozitivnih bakterij (Bacillus halodurans in 
Streptomyces coelicolor) ter nekaterih po Gramu negativnih bakterij (Erwinia spp. in Vibrio 
pommerensis sp. CH-291) (Slika 1). Vsi omenjeni mikroorganizmi niso rastlinski patogeni, 
tisti ki so fitopatogeni, pa se razlikujejo glede na mehanizme, s katerimi povzročijo bolezen, 
gostiteljsko specifičnost ter način vstopa v rastlino. Skupen faktor vseh naštetih 
mikroorganizmov je produkcija zunajceličnih encimov, ki razgrajujejo rastlinsko celično 
steno. Izjema je Vibrio pommerensis sp. CH-291, ki je bil izoliran v Baltskem morju in 
vsebuje samo hemolitične encime, zunajceličnih encimov za razgradnjo celične stene pa ne. 
Zaradi skupnega habitata različnih organizmov naj bi prišlo do horizontalnega prenosa 
genetskega materiala iz enega začetnega organizma na ostale predstavnike družin. 
(Pemberton in Salmond, 2004). Necitotoksičen protein HaNLP3, ki ni prikazan na 
filogenetskem drevesu na Sliki 1, pa je filogenetsko soroden z ostalimi citotoksičnimi 
proteini NLP. 
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Slika 1: Filogenetsko drevo proteinov NLP (Qutob in sod., 2006). 
Slika prikazuje sorodstvena razmerja 43 proteinov NLP, ki temeljijo na njihovih sekvencah. Merilna črta 
predstavlja 20 % sekvenčne divergence. Označene so identifikacijske številke in vrsta izvora. Nep1 – peptid 1, 
ki inducira nekrozo in sproščanje etilena iz Fusarium oxysporum; NLPPp – NLP iz Phytophthora parasitica; 
NLPPs – NLP iz Phytophthora sojae; NLPPya – NLP iz Pythium aphanidermatum. 
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Pet najpomembnejših proteinov NLP iz gliv, oomicet in bakterij je združenih v preglednici 
1 (Küfner in sod., 2009). 
Preglednica 1: Proteini NLP (Küfner in sod., 2009). 
ORGANIZEM NLP VELIKOST (kDa) 
Fusarium oxysporum Nep1 24 
Pythium aphanidermatum NLPPya  23,3 
Phytophthora parasitica NLPPp (NPP1) 24 
Phytophthora sojae NLPPs (PsojNIP) 25,6 
Pectobacterium carotovorum NLPPcc (NIP) 27 
 
2.1.1.1 Proteini NLP tipa 1 
Glivne proteine NLP tipa 1 najdemo v več rodovih debla zaprtotrosnic (askomicet) (Slika 
2). Večina teh mikroorganizmov ima življenjski stil povezan z rastlinami, od simbiontov 
(Oidiodendron) do nekrotrofnih patogenov (Sclerotinia in Botrytis). Testirane enokaličnice 
so neobčutljive na proteine NLP (lilija, tulipan, riž, koruza (Schouten in sod., 2008)), zato je 
zanimivo, da so geni za proteine NLP prisotni tudi pri glivah, ki interagirajo samo z 
enokaličnicami: travni patogeni, ki pripadajo rodovom Pyrenophora, Cochliobolus, 
Setosphaeria in Magnaporthe. Pri teh vrstah imajo proteini NLP tipa 1 najverjetneje 
drugačno funkcijo od uničenja gostiteljske celice (Oome in Van den Ackerveken, 2014). 
Poskusi citolize na živalskih celicah so pokazali nepričakovane rezultate, saj protein NLP 
tipa 1 (NLPPp iz Phytophthora parasitica) ni poškodoval ovčjih eritrocitov, je pa patogen za 
dvokaličnice (Qutob in sod., 2006). Bakterijskih vrst, ki vsebujejo te proteine, ni veliko. 
Proteine NLP tipa 1 lahko najdemo v nekaj predstavnikih debla Proteobacteria in Firmicutes 
(Oome in Van den Ackerveken, 2014) (Slika 2). Pri oomicetah najdemo proteine NLP samo 
v družinah Pythiaceae in Peronosporaceae iz taksonomske skupine Peronosporales (Slika 
2). Proteini NLP oomicet sestavljajo ločeno vejo s skupnim izvorom, kar kaže na to, da so 
oomicete pridobile ta gen samo enkrat (Tiburcio in sod., 2010). Proteine NLP pri oomicetah 
najdemo izključno pri rastlinskih patogenih rodovih kot so nekrotrofni Pythium (Pythium 
aphanidermatum; NLPPya), hemibiotrofni Phytophthora ter obligatni biotrofi Peronospora, 
Hyaloperonospora, Bremia in Plasmopara. Nekateri oomicetni proteini NLP ne povzročajo 
nekroze. Primer sta Phytophthora infestans in Hyaloperonospora arabidopsidis (HaNLP3), 
ki med okužbo izražata netoksične proteine NLP (Oome in Van den Ackerveken, 2014).  
2.1.1.2 Proteini NLP tipa 2 
Ti proteini se nahajajo v večih rodovih debla askomicet (Slika 2). Proteini NLP  tipa 2 so 
široko razširjeni v dveh skupinah bakterij: več predstavnikov rodov gamaproteobakterij ter 
predstavniki redu Actinomycetales. Proteine NLP tipa 2 najdemo v rastlinskih mikrobih 
(nekrotrofna bakterija Pectobacterium carotovorum, patogen dvokaličnic Nectria 
haematococca in simbiont enokaličnic Epichloë festucae), kakor tudi v mikrobih, ki niso 
povezani z rastlinami (koprofil Podospora anserina). Zanimivo je, da so proteine NLP našli 
Porenta A. Vpliv proteinov NLP na kvasovke.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
7 
tudi pri insektnih patogenih glivah iz rodov Beauveria, Cordiceps in Metarhizium, ki so bile 
izolirane tudi kot rastlinski endofiti (Vega in sod., 2009). Tudi ostali mikroorganizmi, ki so 
povezani z živalmi, vsebujejo proteine NLP tipa 2: koralni patogen Vibrio coralliilyticus (de 
Santos in sod. 2011) ter endosimbiont školjk Teredinibacter turnerae (Yang in sod., 2009). 
Proteine NLP tipa 2 lahko najdemo tudi v Bacillus cereus in B. thuringensis (Jensen in sod., 
2003), medtem ko proteine NLP tipa 1 lahko najdemo samo pri B. subtilis, njegovem 
bližnjem sorodniku B. licheniformis ter B. halodurans (Takami in sod., 2000; Earl in sod., 
2008). 
2.1.1.3 Proteini NLP tipa 3 
Proteine NLP tipa 3 najdemo samo pri glivah iz debla askomicet in niso tako zelo razširjeni 
kot proteini NLP tipa 1 in 2 (Slika 2). Glive, ki vsebujejo proteine NLP tipa 3, imajo zelo 
različne življenjske stile. Poleg rastlinskih patogenov imajo proteine NLP tipa 3 tudi 
rastlinski endosimbiont Oidiodendron maius, nematodni patogen Arthrobotrys oligospora, 
netopirski patogen Geomyces destructans in koprofil Ascobolus immersus (Oome in Van 
den Ackerveken, 2014). O teh proteinih je znanega zelo malo, eden izmed prvih, ki so opisali 
proteine NLP tipa 3 iz oportunističnega človeškega patogena Aspergillus fumigatus, so bili 
Upadhyay in sod. (2012). 
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Slika 2: Filogenetska primerjava in zastopanost proteinov NLP v različnih kraljestvih (Oome in Van den 
Ackerveken, 2014). 
A) Drevo 231 oomicetnih, 135 glivnih in 12 bakterijskih proteinov NLP tipa 1, 61 glivnih in 61 bakterijskih 
proteinov NLP tipa 2, ter 33 glivnih proteinov NLP tipa 3. B) Shematski prikaz treh reprezentativnih proteinov 
NLP iz treh različnih tipov: proteini NLP tipa 1 so predstavljeni z NLPPya iz Pythium aphanidermatum, proteini 
NLP tipa 2 z NLPPcc iz Pectobacterium carotovorum ter proteini NLP tipa 3 z Afu5g02100 iz Aspergillus 
fumigatus. Proteini NLP so karakterizirani s prisotnostjo signalnega peptida (SP), ohranjenimi cisteinskimi 
ostanki ter heptapeptidnim motivom GHRHDWE. C) Število vrst ter porazdelitev različnih tipov proteinov 
NLP med kraljestvi. Proteine NLP tipa 1 najdemo v 91 vrstah, proteine NLP tipa 2 v 100 vrstah ter proteine 
NLP tipa 3 v 31 vrstah. Glive imajo lahko več kombinacij treh tipov proteinov NLP. Oomicete imajo samo 
proteine NLP tipa 1. Pri bakterijah lahko najdemo proteine NLP tipa 1 in 2. 
2.1.2 Zgradba proteinov NLP 
2.1.2.1 Toksični proteini NLP 
Domene proteinov NLP vsebujejo dva, štiri ali šest ohranjenih cisteinskih ostankov. Proteini 
NLP tipa 1 (primer: NLPPya) vsebujejo dva cisteinska ostanka, ki tvorita disulfidno vez, 
proteini NLP tipa 2 (primer: NLPPcc) pa imajo štiri cisteinske ostanke. Geni, ki kodirajo 
proteine NLP  tipa 1 in 2, se lahko skupaj pojavijo v eni sami glivni vrsti; primer je genom 
Magnaporthe grisea, ki kodira štiri odprte bralne okvirje (ORF, ang. »Open Reading 
Frame«) z NLP domeno, dva za proteine NLP tipa 1 ter dva za proteine NLP tipa 2. Poleg 
cisteinskih ostankov je za proteine NLP značilna tudi  centralna ohranjena regija (imenovana 
tudi NPP1 domena) s heptapeptidnim motivom GHRHDWE (Gijzen in Nürnberger, 2006; 
Oome in Van den Ackerveken, 2014). Velika večina NLP proteinov ima signalni peptid (SP, 
ang. »Signal Peptide«) na N-terminalnem delu, kar nakazuje na to, da se proteini izločajo in 
delujejo zunajcelično. Proteini NLP tipa 3 vsebujejo samo centralno regijo s petdesetimi 
aminokislinami, ki je podoben ostalima dvema tipoma. Ohranjen je tudi heptapeptidni motiv. 
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Vsebujejo šest cisteinskih ostankov, ki se nahajajo na N- in C-terminalnem delu proteina 
(Oome in Van den Ackerveken, 2014). 
Ottman in sod. (2009) so prvi pripravili rekombinantni protein NLPPya v biološko aktivni 
obliki. Ponovno zvit protein je kristaliziral v ortorombične kristale. Kristalna stuktura je 
razkrila enodomensko molekulo s centralnim β-sendvičem, ki je sestavljen iz β-ploskve s 
tremi verigami in antiparalelne β-ploskve s petimi verigami (Slika 3). Na vrhu β-sendviča se 
nahajajo tri α-vijačnice, ki sestavljajo ravno površino. Na spodnjem delu proteina se nahajajo 
tri široke zanke (L1-L3). Formacija intramolekularnega disulfidnega mostička med dvema 
ohranjenima cisteinskima ostankoma (C37 in C63), ki je esencialen za delovanje proteinov 
NLP, je ključna pri pritrjevanju zanke L1 na centralni β-sendvič. Nad zankama L2 in L3 se 
nahaja votlina, oziroma reža z močnim negativnim nabojem, v kateri je vezan divlentni 
kation (Mg2+). Ostanki D93 (aspartat, β5), D104 (β6), E106 (glutamat, β6) in H159 (histidin, 
karbonilna skupina glavne verige, β10) so neposredno vključeni pri vezavi kationskega iona, 
H101 (β6) pa stabilizira pripadajočo vodno mrežo (Cho, 2001; Fellbrich in sod., 2002; Küfner 
in sod., 2009; Ootmann in sod., 2009). 
Terciarna struktura proteina NLPPya je pokazala, da so proteini NLP zelo podobni glivnim 
lektinom (Agaricus bisporus ABL (Slika 4)) ter aktinoporinom, ki jih proizvajajo morske 
vetrnice (Actinia equina ekvinatoksin II (Slika 5) ter Stichodactyla helianthus stiholizin 
(Slika 4)). Podobno strukturo imata tudi domena perfringolizina O, ki interagira z 
membrano, ter domena C2 proteinske kinaze C (PKCα) (Slika 5). Ti podobni proteini so 
ravno tako kot NLPPya majhni, enodomenski polipeptidi s centralnim β-sendvičem, ki ga 
obkrožajo vijačnice. Vsi proteini so znani po tem, da interagirajo s specifičnimi strukturami 
na površini membrane. Perfringolizin O se poveže na membrano preko sterolov, lektini in 
aktinoporini ciljajo ogljikove hidrate in sfingomielin preko reže, ki se nahaja na spodnjem 
delu sendviča. Pri PKCα je mehanizem vezave na membrano tak, da ion kalcija direktno 
poveže C2 domeno na specifične fosfolipidne skupine. Aktinoporini formirajo 
transmembranske pore preko fleksibilne N-terminalne regije. Lektini te N-terminalne regije 
nimajo, posledica tega je izguba citolitične sposobnosti. Pri aktinoporinih posamezni 
protomeri na membrano povezanega tetramera ohranjajo središče β-sendviča nedotaknjeno.  
Njihov fleksibilni N-terminalni del pa doživi konformacijske spremembe, saj se podaljša v 
daljšo vijačnico in penetrira v lipidni dvosloj. Tudi reža pri proteinu NLPPya lahko cilja 
specifične komponente (sfingolipide) na površini membrane (Cho, 2001; Fellbrich in sod., 
2002; Küfner in sod., 2009; Ootmann in sod., 2009). 
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Slika 3: Sekvenčna poravnava ter struktura proteina NLPPya v stereopogledu (Ottmann in sod., 2009). 
A) Sekvenčna poravnava proteinov NLPPya, NLPPp, in NLPPcc. Označeni so identični (rumena na zeleni) ali 
podobni (modra) ostanki. Označene so sekundarne strukturne domene proteina NLPPya. B) Kristalna zgradba 
proteina NLPPya v stereopogledu. Zanke so sive in označene (L1-L3). N – N-terminalni del, C – C-terminalni 
del. Sekundarni strukturni elementi so prikazani v modri (α-vijačnice) in zeleni (β-ploskve) barvi (A in B). 
Vezan magnezijev atom je prikazan kot modra krogla (B). Označeni so ostanki vključeni pri vezavi iona ((A) 
zvezdica). Formacija disulfidne vezi (C37 in C63) je prikazana z oranžno barvo (A in B). 
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Slika 4: Strukturna primerjava in površinski prikaz proteina NLPPya, aktinoporina stiholizina in lektina ABL 
(Ottmann in sod., 2009). 
Kristalna zgradba in površinski prikaz proteina NLPPya (A), stiholizina (B) in  ABL (C). Sekundarni strukturni 
elementi so označeni z modro (α-vijačnice) in zeleno (β-ploskve) barvo. NGA – N-acetilgalaktozamin, POC – 
fosforilholin. 
 
Slika 5: Primerjava struktur proteinov NLPPya, ekvinatoksina II, perfringolizina O in domene C2 PKCα (Küfner 
in sod., 2009).  
Pri perfringolizinu O je poleg celotnega proteina prikazana tudi domena 4 (D4), ki interagira z membrano. 
DCPS – 1,2-dikaproil-sn-fosfatidil-L-serin. 
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Večinoma hidrofobna struktura pri proteinu NLPPya, ki je sestavljena iz W155 (triptofan), P156 
(prolin) in L157 (levcin), naj bi penetrirala v lipidno membrano, podobno kot hidrofobne 
regije aktinoporinov in perfringolizina. Izpostavljena stranska veriga pri proteinu NLPPya, ki 
je sestavljena iz K54 (lizin), R64 (arginin), K92, R102, H103, H128, K132 in K152, tvori pozitivno 
nabito območje, ki lahko interagira s polarno nabitimi glavami membranskih fosfolipidov 
(Slika 6). Visoka stopnja ohranjenosti terciarne strukture med proteini NLP kaže, da so ti 
proteini funkcionalno homologni (Cho, 2001; Fellbrich in sod., 2002; Küfner in sod., 2009; 
Ootmann in sod., 2009). 
 
Slika 6: Elektrostatska površina proteina NLPPya (Küfner in sod., 2009).  
Označeni so ostanki, ki domnevno interagirajo z membrano. Modra barva predstavlja pozitivni potencial,  rdeča 
barva predstavlja negativni potencial. S črko in številkami so označeni ostanki, ki tvorijo pozitivno nabito 
območje in lahko interagirajo z membrano. 
Ootmann in sod. (2009) so naredili vrsto poskusov z namenom, da bi raziskali podobnosti v 
molekularnem načinu delovanja aktinoporinov in proteinov NLP. Heptapeptidni motiv 
GHRHDWE je del negativno nabite reže proteina NLP, ki je izpostavljena na površini 
proteina. Trije aminokislinski ostanki heptapeptidnega motiva (H101, D104 in E106) ter ostanek 
D93 so vpleteni v koordinacijo divalentnega kationa v tej reži, kar kaže na to, da je domena 
morda pomembna pri bioloških aktivnostih proteinov NLP. Pokazali so, da so ostanki D93, 
H101, D104 in E106 pomembni pri citolitični aktivnosti proteinov NLP in koordinaciji Mg
2+ 
iona znotraj kisle reže ter da je koordinacija kationskega liganda izjemnega pomena.  
2.1.2.2 Netoksični proteini NLP 
Patogen, ki povzroča puhasto plesen, Hyaloperonospora arabidopsidis, je obligaten biotrof 
modelne rastline Arabidopsis thaliana. Po penetraciji tkiva H. arabidopsidis formira 
intercelularne hife v skoraj vseh sosednjih rastlinskih celicah. Iz teh hif se razvijejo posebne 
specializirane strukture za hranjenje, ki se prebijejo skozi rastlinsko celično steno (Koch in 
Slusarenko, 1990). Tesna povezava med biotrofom in njegovim gostiteljem je odvisna od 
izločenih efektorskih molekul patogena, ki lahko ciljajo na apoplaste rastlinske celice ali pa 
se translokirajo v gostiteljsko celico. Ker obligaten biotrof potrebuje žive celice gostitelja za 
rast in razmnoževanje, njegovi efektorji delujejo na principu uravnavanja rastlinskih 
procesov (npr.: uravnavanje rastlinskih obrambnih sistemov, ne da bi jih rastlinski imunski 
sistem zaznal oziroma prepoznal). Prepoznava patogena je pogosto povezana s smrtjo 
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gostiteljske celice, kar pogubno vpliva na dokončanje življenskega cikla biotrofnega 
patogena (Cabral in sod., 2012). 
Analiza genoma H. arabidopsidis je identificirala deset genov, ki pripadajo družini NLP. Ti 
proteini so poimenovani HaNLP (Baxter in sod., 2010). Ekspresija genov HaNLP se prične 
v zgodnjih fazah okužbe. Proteini HaNLP niso sposobni indukcije nekroze na listih tobaka 
(Nicotiana tabacum) ali A. thaliana. Družina HaNLP se je razvila v netoksično obliko ter 
ohranila večino strukturnih značilnosti proteinov NLP (Cabral in sod., 2012). Od vseh 
proteinov HaNLP je HaNLP3 filogenetsko najbolj soroden proteinom NLP, ki so sposobni 
indukcije nekroze (Slika 7). Izmed vseh proteinov HaNLP ima protein HaNLP3 najvišjo 
raven podobnosti s proteinom NLPPs (PsojNIP) (Baxter in sod., 2010). 
 
Slika 7: Filogenetsko drevo genov in psevdogenov HaNLP (Cabral in sod., 2012). 
Psevdogeni so označeni s temno sivo barvo. Drevo prikazuje sorodstvo med geni in psevdogeni HaNLP in 
NLP iz Phytophthora infestans in NLP ostalih oomicet, ki lahko inducirajo nekrozo (označeno s svetlo sivo 
barvo). 
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Protein HaNLP3, tako kot toksični proteini NLP, vsebuje na N-terminalnem delu SP ter 
karakteristični heptapeptidni motiv GHRHDWE. Vsebuje tudi dva cisteinska ostanka, kar 
ga uvršča med proteine NLP tipa 1 (Slika 8) (Gijzen in Nürnberger, 2006; Cabral in sod., 
2012). Primerjava primarne strukture proteinov HaNLP s proteinom NLPPs je razkrila 
prisotnost dodatnih domen na N- ali C- terminalnem delu proteinov HaNLP. Pri HaNLP3 se 
med signalnim peptidom in domeno NPP1 nahaja domena z dodatnimi 23 aminokislinami 
bogatimi z glutaminskimi ostanki (imenovana tudi domena, bogata z Q) (Cabral in sod., 
2012). Domeno bogato z Q so opazili tudi v ostalih proteinih NLP oomicet (Gijzen in 
Nürnberger, 2006).  
 
Slika 8: Primerjava primarnih proteinskih struktur HaNLP s proteinom PsojNIP (NLPPs) (Cabral in sod., 2012). 
2.1.3 Fitotoksičnost in imunski odzivi rastlin na proteine NLP 
2.1.3.1 Fitotoksičnost in imunski odzivi na toksične proteine NLP 
Proteinom NLP pripisujejo lastnost, da delujejo kot tuje determinante med aktivacijo 
naravnih imunskih odzivov rastlin (Pedley in Martin, 2005). Toksičnost proteinov NLP in 
imunski odziv rastline so najbolje preučeni na rastlini A. thaliana. Infiltracija listov A. 
thaliana z rekombinantnim proteinom NLPPp je povzročila hitro in začasno fosforilacijo in 
s tem aktivacijo dveh vrst proteinskih kinaz, ki jih aktivirajo mitogeni (MAPK, ang. 
»Mitogen-Activated Protein Kinase«), ki sta veliki 44 in 46 kDa. Mitogeni so kemične 
substance, ki spodbudijo mitozo. Proizvajanje dušikovega oksida (NO) je drug znak 
imunskih odzivov pri rastlinah in živalih. Tretiranje celične linije iz rastline A. thaliana s 
proteinom NLPPp je povzročilo povečanje produkcije NO v 30 minutah. Aktivacija MAPK 
in produkcija NO sta po vsej verjetnosti povezani s procesi prenosa signala. Oba proteina, 
NLPPp in NLPPya, sta sposobna indukcije nastajanja antimikrobnega fitoaleksina – 
kamaleksina v rastlini A. thaliana. Nastajanje fitoaleksinov je del rastlinskega obrambnega 
sistema. Kinetika nastajanja in količina fitoaleksina sta bili med proteinoma dokaj podobni. 
8 ur po infiltraciji so zaznali nastanek znatnejših koncentracij fitoaleksinov (Qutob in sod., 
2006). 
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Proteini NLP inducirajo tudi nastajanje etilena (Qutob in sod., 2006). Gena, ki kodirata 
encime za biosintezo etilena (1-aminociklopropan-1-karboksilat (ACC) sintaza in ACC 
oksidaza), sta močno inducirana ob tretiranju s proteinom NLPPp.  
Sterilizirana semena rastline A. thaliana, ki so bila tretirana s prečiščenim rekombinantnim 
proteinom NLPPs, so pri koncentraciji 0,1 µg/mL pokazala značilno zmanjšanje v rasti 
korenin in vitalnosti, rast in kalitev pa sta bili popolnoma ustavljeni pri koncentraciji 100 
µg/mL. Takšna koncentracija povzroči tudi nekrozo korenin. Semena, ki so bila tretirana s 
toplotno inaktiviranim proteinom, niso kazala znakov stresa (Qutob in sod., 2006). 
Proteini NLP za indukcijo celične smrti potrebujejo aktiven metabolizem celic. Qutob in 
sod. (2006) so napravili poskus, kjer so liste tobaka koinfiltrirali s proteinom NLP in hkrati 
z inhibitorjem transkripcije DNA (α-amanitin) ali z inhibitorjem sinteze proteinov 
(cikloheksamid). Pri koinfiltraciji ni prišlo do nastanka lezij na listih. Proteini NLP za učinek 
na celice potrebujejo poleg aktivnega metabolizma tudi svetlobo. Če se liste tobaka ali A. 
thaliana infiltrira s proteinom NLPPp in hrani v temi, potem po 24 urah ne pride do nastanka 
lezij. Rezultati kažejo, da je pri rastlinah vsaj en korak za nastanek celične smrti, ki jo 
inducira protein NLPPp, odvisen od svetlobe.  
Dvokaličnice so občutljive na proteine NLP, enokaličnice pa ne (Pemberton in Salmond, 
2004; Gijzen in Nürnberger, 2006). Da bi preverili interakcije proteinov NLP s fosfolipidnim 
dvoslojem, so Qutob in sod. (2006) na občutljivost za proteine NLP testirali žive in umetne 
membranske sisteme. V prvih poskusih so želeli pojasniti, ali je občutljivost na proteine NLP 
dejansko omejena na celice dvokaličnic. Uporabili so koncentracije, ki so znane po tem, da 
povzročijo nekrozo in smrt celic. Dodatek proteina NLPPp človeškim fibroblastom in opičjim 
ledvičnim celicam ni povzročil značilnega povečanja umrljivosti. Tudi 24-urna inkubacija 
ovčjih eritrocitov s proteinom NLPPp ni povzročila povečanja hemolize. Poskus so ponovili 
na membranah nižjih evkariontov, na kvasovki Pichia pastoris in na mahu Physcomitrella 
patens, ki so bile ravno tako neobčutljive na protein. Za testiranje občutljivosti enokaličnic 
so uporabili infiltracijo proteina NLPPp v listno tkivo dvokaličnic in celično kulturo koruze 
(Zea mays). Celice koruze na protein niso bile občutljive, medtem ko so bile celice 
dvokaličnic (A. thaliana ali peteršilja (Petroselinum crispum)) občutljive na protein NLPPp. 
Podobne rezultate so dobili tudi s poskusi na protoplastih rastlin A. thaliana, peteršilja in 
koruze. Ti rezultati kažejo, da so enokaličnice neobčutljive na proteine NLP, ter da za 
toksičnost na dvokaličnicah ni potrebna prisotnost celične stene. Podobne rezultate o 
občutljivosti enokaličnic in dvokaličnic so dobili tudi Ootmann in sod. (2009) s pomočjo 
kalceinskega testa. Vsi testirani NLP proteini (NLPPp, NLPPcc in NLPPya) so uničili vezikle, 
pripravljene iz plazemske membrane dvokaličnic (tobak ali A. thaliana), v petih minutah po 
aplikaciji. Vezikli enokaličnic so ostali celi, kar kaže, da proteini NLP ciljajo na specifične 
površinske strukture plazemske membrane dvokaličnic. 
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2.1.3.2 Fitotoksičnost in imunski odzivi na netoksične proteine NLP  
Učinek netoksičnega NLP, HaNLP3, so testirali na dvokaličnicah tobaku in A. thaliana 
(Cabral in sod., 2012). Z agroinfiltracijo, pri kateri s pomočjo bakterije Agrobacterium 
tumefaciens prenesejo ter izražajo kodirajoče sekvence proteina, so infiltrirali liste tobaka in 
A. thaliana s proteinom HaNLP3. Protein HaNLP3 ni bil sposoben indukcije nekroze v 48 
urah po infiltraciji, medtem ko je protein NLPPp nekrozo povzročil že v 12 urah po 
infiltraciji.  
Ker protein HaNLP3 ni sposoben indukcije nekroze, so Cabral in sod. (2012) naredili 
preizkus, v katerem so ugotavljali, ali je za njegovo neaktivnost pomemben SP ali dodatna 
domena bogata z Q. Za ta namen so pripravili različne mutante med proteinoma HaNLP3 in 
NLPPs. Gene so v rastlino vnesli s pomočjo bakterije A. tumefaciens. Nekrotična aktivnost 
proteina NLPPs se je zmanjšala, ko so SP proteina NLPPs zamenjali s SP iz proteina HaNLP3. 
Ta rezultat nakazuje, da je SP proteina HaNLP3 sposoben prenosa proteina iz celice. Ravno 
tako je dodatek domene bogate s Q iz HaNLP3 v NLPPs zmanjšal nekrotično aktivnost 
mutante. Dvojna mutanta, ki je vsebovala SP in domeno bogato z Q iz proteina HaNLP3, ni 
bila sposobna indukcije nekroze. Dvema mutantama proteina HaNLP3, ki sta vsebovali 
domeno bogato z Q ali brez nje, so zamenjali SP s SP iz proteina NLPPs. Nobena od teh dveh 
mutant ni bila sposobna indukcije nekroze. Ta rezultat nakazuje na to, da so spremembe na 
domeni NPP1 (centralna ohranjena regija s heptapeptidnim motivom GHRHDWE) pri 
proteinu HaNLP3 odgovorne za odsotnost nekrotične aktivnosti proteina. Mutanta proteina 
HaNLP3, kateri so zamenjali N-terminalni del iz proteina NLPPs, je pridobila sposobnost 
indukcije nekroze. Ta rezultat kaže na to, da je N-terminalni del proteina NLPPs ključen za 
nekrotično aktivnost ali neaktivnost. 
Transgene rastline, ki so izražale gene HaNLP3, so pokazale zmanjšano  rast ter občutljivost 
na napad H. arabidopsidis in nastanek bolezni. Zmanjšana občutljivost na bolezen nakazuje 
na to, da proteini HaNLP3 delujejo na imunski sistem rastline in ga aktivirajo, kar vpliva na 
zmanjšano hitrost rasti rastlin (Oome in sod., 2014).  
2.1.4 Receptorji proteinov NLP 
Receptorji za proteine NLP so glikozil inozitol fosforilceramidi (GIPC), kar so prvič opisali 
Lenarčič in sod. (2017). Že dolgo je znano, da se proteini NLP vežejo na lipide v celični 
membrani. Ker je terciarna struktura proteinov NLP podobna aktinoporinom, ki se vežejo 
na sfingomielin, so Lenarčič in sod. domnevali, da ciljajo na rastlinske sfingolipide.  
Sfingolipide GIPC najdemo v rastlinah, glivah in praživalih. Sinteza sfingolipidov se prične 
v endoplazemskem retikulumu (ER), kjer nastane sfinganin (dolgoverižna osnova (LCB) 
sestavljena iz 18 ogljikovih atomov). Po hidroksilaciji nastane fitosfingozin, na katerega se 
nato pripne maščobna kislina (FA) in tako nastane ceramid. Dolžina maščobne kisline je 
lahko zelo različna, od 16 do 28 ogljikovih atomov. Velika večina ceramidov se nato v 
Golgijevem aparatu oblikujejo v GIPC. GIPC so visoko polarni, anionski sfingolipidi, 
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sestavljeni iz ceramida, na katerega je vezan inozitol fosforilceramid (IPC), ki je povezan z 
glukuronsko kislino ter različnim številom terminalnih heksoz (sladkorji s 6 ogljiki, na 
primer glukozamin) (Slika 9). Pri rastlinah GIPC najpogosteje vsebujejo enega ali dva 
sladkorna ostanka. Sladkorni ostanki se razlikujejo med rastlinami in rastlinskimi tkivi glede 
na število in vrsto terminalnih heksoz. Sladkorji so izpostavljeni na zunajcelični površini 
membrane in so tako dostopni za vezavo proteina. Najpogosteje so ti sladkorni ostanki 
glukoza, glukozamin, N-acetilglukozamin, manoza, galaktoza, arabinoza ali fukoza. Pri 60 
% GIPC v listih rastline A. thaliana sta na IPC vezana sladkorna ostanka, sestavljena iz 
glukoza-glukuronske kisline (Gronnier in sod., 2016; Markham in sod., 2013; Michaelson 
in sod., 2016; Tartaglio in sod., 2017). 
 
Slika 9: Shematski prikaz GIPC (Lenarčič in sod., 2017). 
GlcA – glukuronska kislina, HexN – N-acetilglukozamin. 
Za dokaz so Lenarčič in sod. (2017) sfingolipide iz tobaka ločili s pomočjo tankoplastne 
kromatografije, jim dodali protein NLPPya ter detektirali vezavo. Analiza podatkov masne 
spektormetrije je pokazala, da se je protein vezal na GIPC, sestavljene iz trihidroksiliranih 
mononasičenih dolgoverižnih osnov ter 2-hidroksilirane dolgoverižne maščobne kisline (20 
do 26 ogljikovih atomov). Skupina je ugotovila, da se protein NLPPya veže na GIPC, ki imajo 
kot sladkorno komponento vezan glukozamin ter N-acetilglukozamin.  
Da bi ugotovili, kako se protein poveže s heksozami GIPC, so določili kristalno strukturo 
NLPPya v kompleksu z glukozaminom ali manozaminom. Heksoze se vežejo v podaljšano 
votlino oziroma režo med zanko L2 in L3 poleg Mg2+ iona, ki je pomemben za citotoksičnost 
proteinov NLP. Vezava sladkorja povzroči konformacijske spremembe pri zanki L3, ki 
povzroči razširitev L2-L3 reže ter premik Mg2+ iona proti sredini proteina (Slika 10 in 11). 
Konformacijske spremembe pri proteinu NLPPya,vezanem s sladkorjem, kažejo, da je del 
GIPC v proteinu. Ostanek W155 se nahaja na dnu L3 zanke, blizu mesta, ki veže heksozo. 
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Mutanta proteina W155A ni bila sposobna vezave GIPC in citolize, kar nakazuje na 
udeleženost tega hidrofobnega ostanka pri interakciji z membrano. 
 
Slika 10: Strukturna primerjava vezanega in nevezanega proteina (Lenarčič in sod., 2017). 
Nevezan protein je prikazan s sivo, vezan protein pa z oranžno barvo. A) Glukozamin je prikazan z zelenimi 
palčkami. Zanke spodaj so označene kot L1, L2  in L3. Mg2+ ioni so prikazani kot škrlatni krogi: stanje 1, 
pozicija pri nevezanem proteinu; stanje 3, pozicija pri proteinu vezanem z glukozaminom. B) Aminokisline, ki 
sodelujejo pri koordinaciji Mg2+ iona in vezavi glukozamina ter ostanek W155 so prikazani s palčkami. 
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Slika 11: Konformacijske spremembe predstavljene s površino proteina (Lenarčič in sod., 2017). 
A) Struktura nevezanega proteina (siva barva). B) protein vezan z glukozaminom (oranžna barva). Mg2+ ion je 
predstavljen kot škrlatni krog, glukozamin kot zelene palčke, W155 ostanek pa je predstavljen kot modra 
površina. 
Vezava substrata vpliva na koordinacijo Mg2+ iona. V nevezanem proteinu je oktohedralno 
koordiniran z D93 in D104 in preko štirih vodnih molekul povezan s stranskimi verigami 
ostankov H101, E106, D158 ter H159. Po vezavi glukozamina ali manozamina se ion približa 
E106. Heksoza je pozicionirana med H101 in H158 in s tem preprečuje njuno interakcijo z 
ionom (Lenarčič in sod., 2017). 
Zakaj so proteini NLP toksični za dvokaličnice, enokaličnice pa so nanje neobčutljive? 
Odgovor na to vprašanje leži v sfingolipidni sestavi celične membrane. Pomembna razlika 
med GIPC dvokaličnic in enokaličnic je v številu sladkornih ostankov. Dvokaličnice imajo 
večinoma GIPC vrste A, ki imajo na kompleks glukuronska kislina-IPC vezan en sladkorni 
ostanek. Enokaličnice pa vsebujejo GIPC vrste B, ki imajo na kompleks vezana dva 
sladkorna ostanka. Proteini NLP se vežejo tako na sfingolipide dvokaličnic kot tudi na 
sfingolipide enokaličnic, toksični pa so samo za dvokaličnice. Predlagano je, da daljša 
sladkorna veriga pri GIPC enokaličnic onemogoča proteinu, da bi deloval na izpostavljeno 
površino membrane, zaradi prevelike razdalje med proteinom in membrano. To bi lahko 
preprečilo vstavitev proteina v membrano in tako varovalo rastlino. Še vedno pa ni znano, 
kako protein lizira celično membrano. Predvideva se, da se del proteina vstavi v gostiteljsko 
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membrano, ki potem oligomerizira, da nastane pora, podobno kot pri aktinoporinih (Van 
Den Ackerveken, 2017). 
2.2 SFINGOLIPIDI KVASOVKE Saccharomyces cerevisiae 
Kvasovka S. cerevisiae je enostaven modelni organizem in ima dokaj enostavno 
sfingolipidno sestavo. Plazmalema kvasovke vsebuje samo tri vrste sfingolipidov:  
(i) inozitol fosforilceramid (IPC),  
(ii) manozil inozitol fosforilceramid (MIPC), 
(iii) manozil diinozitol fosforilceramid (M(IP)2C) (Wells in sod., 1998).  
IPC je prekurzor za nastanek MIPC in M(IP)2C (Yamagata in sod., 2013). 
2.2.1 Metabolizem sfingolipidov 
Sinteza sfingolipidov (Slika 12) se pri kvasovkah prične v endoplazemskem retikulumu 
(ER), kjer serin palmitoiltransferaza (STP) katalizira kondenzacijo serina z aktivirano 
maščobno kislino (acil-CoA), da nastane 3-ketodihidrosfingozin in CO2. V naslednji stopnji 
se 3-ketodihidrosfingozin reducira do dihidrosfingozina (DHS), ki se nato priključi C26 
maščobni kislini, preko amidne povezave, s pomočjo ceramid sintaze do vmesnega produkta, 
ki se za tem  hidroksilira do fitoceramida.  Fitoceramid lahko nastane tudi tako, da se DHS 
hidroksilira do fitosfingozina (PHS), ki se amidno poveže na C26 maščobno kislino (Dickson 
in sod., 2006). Maščobne kisline so pri sfingolipidih kvasovke S. cerevisiae sestavljene iz 
26 ogljikov in so nenasičene, lahko vsebujejo 0, 1 ali 2 hidroksilni skupini (Dickson in sod., 
2006). Ceramidi se po nastanku transportirajo iz ER do Golgijevega aparata, kjer se jim 
dodajo polarne glave. Tukaj se inozitol fosfat prestavi iz fosfatidilinozitola na fitoceramid, s 
tem nastane prvi kompleksni sfingolipid IPC. Zamenjavo katalizira inozitol fosforilceramid 
sintaza (IPC sintaza). Naslednji kompleksni sfingolipid je MIPC, ki nastane s prenosom 
manoze iz GDP-manoze na IPC. Ta reakcija potrebuje tri encime, Csg1 (imenovan tudi 
Sur1), Csg2 in Csh1 (Slika 13). Podenoti Sur1 in Csh1 opravljata katalizo, podenota Csg2 
pa opravlja regulatorno funkcijo za Sur1 in za Csh1. Tretji in najbolj kompleksen sfingolipid 
je M(IP)2C, ki nastane s prenosom drugega inozitol fosfata iz fosfatidilinozitola na MIPC 
(Dickson in sod., 2002; Dickson in sod., 2006). Mutacija gena CSG2  povzroči veliko 
znižanje v aktivnosti proteinov Sur1 ter Csh1 (Yamagata in sod., 2013). Uemura in sod. 
(2003) so naredili poskus z različnimi kvasnimi mutantami. Z analizo lipidov so gotovili, da 
pri mutanti sur1Δ pride do nekoliko znižane koncentracije MIPC in M(IP)2C, količina IPC 
pa je malenkost zvišana. Pri mutanti csh1Δ je bil lipidni profil zelo podoben lipidnemu 
profilu divjega tipa. Pri dvojni mutanti sur1Δcsh1Δ pa je popolnoma ustavljena sinteza 
M(IP)2C in MIPC. Pri mutanti csg2Δ pride do znatnega zmanjšanja sinteze MIPC in M(IP)2C 
ter do znatnega povišanja koncentracije IPC. 
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Slika 12: Metabolizem sfingolipidov kvasovke Saccharomyces cerevisiae (Dickson in sod., 2006). 
Na diagramu so metaboliti označeni s poudarjeno pisavo, geni s poševno pisavo ter imena encimov z običajno 
pisavo.  
 
Slika 13: Kompleksni sfingolipidi pri kvasovkah (Yamagata in sod., 2013). 
Csg1 – imenovan tudi Sur1, P – fosfat, Ino – inozitol, Man – manoza  
2.2.2 Vloge sfingolipidov pri S. cerevisiae 
Sfingolipidi lahko uravnavajo signalne transdukcijske poti. Ko so kvasne celice podvržene 
toplotnemu stresu, koncentracija dolgoverižnih osnov (LCB) začasno naraste. Celice na 
povišani temperaturi (37 °C) pa začnejo proizvajati dva- do trikrat več C18-DHS in C18-PHS 
ter več kot stokrat več C20-DHS in C20-PHS, ki so prekurzorji sinteze sfingolipidov. 
Kvasovke, ki so pod toplotnim šokom, sprožijo nalaganje trehaloze, ki omogoči 
temperaturno zaščito. Za akumulacijo trehaloze so pomembni sfingolipidi. Proces, ki 
vključuje sfingolipide, je tudi začasna ustavitev celičnega cikla v fazi G1, ki se pojavi po 
toplotnem šoku. Sfingolipidi so, poleg sterola, pomembna lipidna komponenta mikrodomen 
(lipidnih raftov) (Dickson in Lester, 2002; Dickson in sod., 2006).  
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3 MATERIAL IN METODE  
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Kemikalije 
Preglednica 2: Kemikalije uporabljene pri magistrskem delu 
PROIZVAJALEC KEMIKALIJA 
Avanti Polar Lipids, ZDA POPC 
BD, ZDA Kvasni ekstrakt (Bacto™ Yeast Extract) 
Pepton (Bacto™ Peptone) 
Tripton (Bacto™ Tryptone) 
Fluka, Švica EDTA, NaDS, Tris – HCl, žveplova kislina (H2SO4) 
Invitrogen, ZDA Molecular Probes Alexa Fluor™ 488 NHS Esters 
Life technologies, ZDA Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standards 
NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x) 
NuPAGE® MES NaDS Running Buffer 
SimplyBlue™ SafeStain 
Merck, Nemčija Aceton, agar, amonijev hidroksid (NH4OH), etanol, 
gvanidinijev hidroklorih, kalijev hidroksid (KOH), 
klorovodikova kislina, metanol, Na2HPO4 x 2H2O in 
NaH2PO4 x 2H2O, natrijev klorid 
Sigma, ZDA Ampicilin, dietileter, DMSO, DTT, encim Litikaza, 
glukoza, glicerol, heksan, imidazol, IPTG, kalijev fosfat, 
kalijev klorid, kloroform, MES, natrijev bikarbonat, 
natrijev citrat, ocetna kislina, orcinol, piridin, primulin, 
sorbitol, trikloroocetna kislina (TCA), Tris baza, urea 
Thermo Fisher Scientific Propidijev jodid 
 
3.1.2 Raztopine in pufri 
Preglednica 3: Raztopine in pufri za transformacijo celic, rast in izražanje rekombinantnega proteina  
PUFER SESTAVA 
Fosfatni pufer 0,17 M KH2PO4 
0,72 M K2HPO4 
pH 7 
Pufer za lizo 0,05 M Tris 
0,25 M NaCl  
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Preglednica 4: Raztopine in pufri za označevanje rekombinantnih proteinov 
PUFER SESTAVA 
Pufer PBS 1,8 mM KH2PO4 
0,14 M NaCl 
10,1 mM Na2HPO4 
2,7 mM KCl 
pH 7.4 
Natrijev bikarbonatni pufer 1 M Na2CO3 
pH 8.3 
Shranjevalni pufer MES 20 mM MES 
150 mM NaCl 
pH 5,8 
 
Preglednica 5: Raztopine in pufri za gojenje kvasovk in menjavo pufrov pri pripravi na protoplastiranje 
PUFER SESTAVA 
Pufer A 1 M sorbitol 
25 mM EDTA 
pH 8 
pred uporabo še 50 mM DTT 
Pufer B 1 M sorbitol 
Pufer C 1 M sorbitol 
1 mM EDTA 




Preglednica 6: Gojišča za transformacijo in rast bakterij ter za rast kvasovk 
GOJIŠČE SESTAVA 
Luria Bertanijevo (LB) tekoče gojišče 0,5 % (m/V) kvasni ekstrakt 
1 % (m/V) tripton 
1 % (m/V) NaCl 
Tekoče bogato (TB) gojišče 2,4 % (m/V) kvasni ekstrakt 
1,2 % (m/V) tripton 
0,4 % (V/V) glicerol 
Trdno in tekoče gojišče YPD 2 % (m/V) glukoza 
2 % (m/V) pepton 
1 % (m/V) kvasni ekstrakt  
za trdno gojišče še 1,5 % (m/V) agar 
 
  
Porenta A. Vpliv proteinov NLP na kvasovke.  




 Bakterije:  
o Escherichia coli  
 BL21(DE3) 
 
 Kvasovke:  
o Saccharomyces cerevisiae  
 BY4741 
 BY4741 sur1Δ 
 BY4741 csg2Δ 
3.1.5 Plazmid 
 pET21c-NLPPya 
3.1.6 Laboratorijska oprema 
Preglednica 7: Uporabljena laboratorijska oprema 
PROIZVAJALEC LABORATORIJSKA OPREMA 
AdolfKuhner Ag  Stresalnik ISF-1-V 
Agilent Technologies, ZDA  Spektrofotometer 8453 UV-Vis 
American Biosciences, Velika Britanija  Kromatografski sistem Äkta FPLC 
Biosan, Latvija  Magnetno mešalo MS3000 
 Termični blok CH-100 
Büchi, Švica  Vodna vakuumska črpalka R-215 
Cole-Parmer, ZDA  Sonikator Ultrasonic Processor 
Eppendorf, Nemčija  Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415 R 
FlowJo, LCC, ZDA  Program FlowJo® 
GE Healthcare, Velika Britanija  Superdex 75 26/60 kolona za GF, 320 mL 
GFL, Nemčija  Vodna kopel tip 1013 
Gilson, ZDA  Pipete 0.2-2 µL, 0.5-10 µL, 2-20 µL, 10-100 µL, 
20-200 µL, 100-1000 µL 
Hettich, Nemčija  Centrifugi Rotina 35 R in Rotina 38 R 
Kambič, Slovenija  Avtoklav  
 Stresalnik Kambič IS-200K 
Leica Microsystems, Nemčija  Konfokalni mikroskop Leica TCS SP5 nameščen 
na invertnem mikroskopu Leica DMI6000 CS 
 Program Leica LAS AF 2.5.1 
Life Technologies, ZDA  Elektroforezni sistem Xcell SureLock™ Mini-
Cell Electrophoresis System 
 NUPAGE™ Novex 4-12 % Bis-Tris gel 
Malvern, Velika Britanija  Kiveta za merjenje absorbance DLS ZEN0040 
Mettler Toledo, ZDA  pH meter Seven easy 
Millipore, Irska  Filtri za brizge 0.45 in 0.22 µm 
Se nadaljuje. 
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Nadaljevanje preglednice 7: Uporabljena laboratorijska oprema 
PROIZVAJALEC LABORATORIJSKA OPREMA 
Millipore, Irska  Koncentrator Amicon Ultra-0.5 10K, Amicon 
Ultra-2 10K in Amicon Ultra-15 10K 
 Naprava za produkcijo destilirane vode RiOs16 
 Naprava za produkcijo posebno čiste vode MilliQ 
RG 
 Vakuumska črpalka za filtracijo Vacuum Pump 
XFF54 230 50 
PerkinElmer  Spektrofotometer Lambda Bio+ 
Pontec, Nemčija  Pretočni citometer CyFlow® ML 
Qiagen, Nemčija  NiNTA Superflow kolona, 10 mL 
Sigma, ZDA  Stripete 1 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL 
Tehtnica, Slovenija  Magnetno mešalo vibro-mix 
Thermo Fisher Scientific, ZDA  Centrifuga Sorvall LYNX 4000 
 Dializno črevo Fisherbrand Dialysis Tubing 
6.000-8.000 MWCO 
 Električni pipetnik Fisherbrand™ Electric Pipet 
Controller 
 NanoDrop 1000 
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3.2.1 Izolacija proteina NLPPya 
Izolacijo smo izvedli po protokolu, ki so ga uporabili Luberacki in sod. (2008), z manjšimi 
spremembami. 
3.2.1.1 Transformacija bakterijskih celic, gojenje celic v erlenmajericah ter izražanje 
rekombinantnega proteina 
Celice smo transformirali s pomočjo toplotnega šoka. Kompetentne bakterijske celice 
Esherichia coli, sev BL21(DE3), so bile pripravljene in shranjene na -80 °C v Laboratoriju 
za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo na Kemijskem inštitutu v Ljubljani. Pred 
transformacijo smo zamrznjene celice inkubirali 10 min na ledu. Po inkubaciji smo dodali 1 
µL vektorja pET21c-NLPPya, ki je bil ravno tako predhodno pripravljen v Laboratoriju za 
molekularno biologijo in nanobiotehnologijo na Kemijskem inštitutu, ter inkubirali 20 min 
na ledu. Po končani inkubaciji smo izvedli 90 s toplotni šok v vodni kopeli na 42 °C. Po 3 
min hlajenju na ledu smo celicam dodali 600 µL Luria Bertanijevega (LB) tekočega gojišča 
ter jih stresali 1 uro na 37 °C in 180 vrt./min. Po koncu stresanja smo celice centrifugirali 5 
min na 4.000 vrt./min, odstranili približno 500 µL supernatanta, sediment resuspendirali v 
preostalem supernatantu ter celice razmazali na trdno LB gojišče z ampicilinom. Plošče smo 
čez noč inkubirali na 37 °C.  
Naslednji dan smo pripravili vcepek tako, da smo v 250 mL erlenmajerico dodali 45 mL 
tekočega bogatega (TB) gojišča, 5 mL fosfatnega pufra, 100 µL ampicilina (založna 
koncentracija: 50 mg/mL) ter s sterilno plastično zanko prenesli bakterijske kolonije iz 
prekonočnih plošč. Tako pripravljen vcepek smo nato stresali 2 uri pri 37 °C in 160 vrt./min.  
Za rast celic in produkcijo proteina smo uporabili 3 L erlenmajerico v kateri smo zmešali 
950 mL tekočega gojišča TB, 50 mL fosfatnega pufra, 2 mL ampicilina (založna 
koncentracija: 50 mg/mL), 3-4 kapljice protipenilca ter 10 mL prej pripravljenega tekočega 
vcepka. Kulturo smo stresali toliko časa na 37 °C in 160 vrt./min, da je gostota celic merjena 
pri 600 nm (OD600) dosegla optično gostoto 1. Ko je OD600 dosegel želeno vrednost, smo iz 
erlenmajerice odvzeli 1 mL kulture, ki nam predstavlja rezultat pred indukcijo (BI), za 
nadaljne analize. Odvzeti vzorček smo centrifugirali 5 min na 5.000 vrt./min, odstranili 
supernatant ter shranili pri -20 °C.  
Nato smo v kulturo dodali 1 mL IPTG (končna koncentracija: 0.5 mM), ki je naš induktor 
izražanja gena. Kulturo smo gojili preko noči na 20 °C pri 160 vrt./min. Po inkubaciji smo 
ponovno odvzeli 1 mL kulture, ki nam predstavlja rezultat po indukciji (AI), za nadaljne 
analize. Odvzeti vzorček smo ponovno centrifugirali, odstranili supernatant ter shranili pri -
20 °C. Ostalo kulturo smo prelili v 1 L centrifugirke ter centrifugirali 10 min pri 5.500 
vrt./min na 4 °C, odstranili skoraj ves supernatant, sediment resuspendirali, prestavili v 50 
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mL centrifugirko, ponovno centrifugirali 15 min pri 5.000 vrt./min in 4 °C, odlili preostali 
supernatant ter celice zamrznili pri -80 °C.  
3.2.1.2 Izolacija in čiščenje rekombinantnega proteina 
Naslednji dan smo zamrznjene celice odtalili ter jih resuspendirali v 30 mL pufra P1. Med 
izražanjem nastane zelo velika količina proteina, ki agregira v inkluzijska telesca. Pufer P1 
vsebuje zelo visoko koncentracijo uree, zaradi katere se lahko ves protein v inkluzijskih 
telescih raztopi. Celice resuspendirane v P1 smo razbijali z ultrazvokom s sonikatorjem po 
7 min programu (1 s pulz se izmenjuje z 2 s premorom) ob 37 % amplitudi. Med soniciranjem 
smo celice hranili na ledu ter pazili da je bila sonda potopljena v vzorec ter da se ni dotikala 
sten 50 mL centrifugirke. Bakterijski lizat smo nato centifugirali 1 uro pri 50.000 g na 4 °C. 
Protein se nahaja v supernatantu, zato smo supernatant prefiltrirali skozi filter velikosti 0,45 
µm ter ga uporabili pri nadaljni izolaciji. Oborini ter supernatantu smo odvzeli 100 µL ter 
jih shranili pri -20 °C za nadaljne analize. 
3.2.1.2.1 Nikelj afinitetna kromatografija 
Ker je imel gen za protein na koncu dodan zapis za šest zapordnih histidinov (His-repek), 
smo pri izolaciji uporabili nikelj afinitetno kromatografijo (Ni-NTA kromatografija). Princip 
ločevanja Ni-NTA kromatografije temelji na afiniteti histidinskih ostankov do nikljevih 
ionov (Ni2+), ki so vezani na nosilec v koloni. Na nosilec je vezana nitrilotriocetna kislina 
(NTA), ki kot kelator zasede štiri od šestih vezavnih mest liganda (Ni2+). Preostali dve 
vezavni mesti pa služita za vezavo sosednjih histidinskih ostankov v His-repku (Qiagen, 
2003).  
Za čiščenje proteina z Ni-NTA kromatografijo smo uporabili kromatografski sistem FPLC 
(ang. »Fast Protein Liquid Cromatography«). Pred pričetkom smo 10 mL Ni-NTA kolono 
ekvilibrirali s 50 mL MQ vode, nato pa še s 50 mL pufra P2. Po končani ekvilibraciji smo s 
pomočjo zanke za nanos vzorca nanesli prefiltriran vzorec na kolono s pretokom 1 mL/min. 
Po nanosu vzorca smo pretok povečali na 2 mL/min in s tem pričeli spiranje s pufrom P2. V 
tej fazi se protein veže na ligand, nečistoče oziroma nevezana frakcija se spere iz kolone. 
Nevezano frakcijo smo zbirali toliko časa, dokler se absorbanca pri 280 nm ni ustalila pri 
nižjih vrednostih (200 mAU). Ko je absorbanca dosegla želeno vrednost smo pričeli s 
spiranjem s 30 mL pufra P3, nato s 30 mL pufra P4  in s 30 mL pufra P5. S 30 mL pufra P6, 
ki je naš protein ponovno denaturiral in ga s tem izločil iz kolone smo izvedli elucijo. Pri 
vsaki stopnji spiranja ter elucije smo zbirali frakcije v čaše na ledu, za nadaljne analize. 
3.2.1.2.2 Renaturacija z dializo 
Eluiran protein v pufru P6 smo renaturirali z dializo v dializnem črevesu, katerega pore so 
bile velike 6-8 kDa. Dializa je proces pri katerem molekule, manjše od por polprepustne 
membrane, prehajajo v smeri koncentracijskega gradienta. Najprej smo protein štirikrat 
dializirali proti vodi MQ, vsaj 5 ur na dializo ob konstantnem mešanju. S tem smo se znebili 
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visoke koncentracije gvanidinijevega hidroklorida in omogočili renaturacijo. Po končani 
dializi proti vodi MQ smo pripravili dializni pufer ter vanj prestavili dializno črevo. Dializa 
v pufru je potekala preko noči. Volumen vode MQ in dializnega pufra je bil stokratni 
volumen vzorca. Po končani dializi smo protein iz dializnega črevesa centrifugirali 35 min 
na 4 °C in 50.273 g, da smo se znebili oborjenega proteina. Supernatant smo nato 
koncentrirali v koncentratorju AmiconUltra s porami velikimi 10 kDa. Koncentriranje je 
potekalo pri 4 °C in 4.000 g, toliko časa, da je bil volumen koncentrata 10 mL. 
3.2.1.2.3 Gelska velikostno-izključitvena kromatografija 
Koncentrat smo nato dodatno očistili z gelsko velikostno-izključitveno kromatografijo, ki 
temelji na ločevanju molekul glede na njihovo velikost. Velike molekule po koloni potujejo 
hitreje, zato se iz nje izločijo prve. Majhne molekule se ujamejo v pore v gelu in zaradi tega 
potujejo počasneje (Barth in sod., 1996).  
Ponovno smo uporabili kromatografski sistem FPLC. Pred pričetkom čiščenja proteina smo 
kolono, Superdex 75 26/60 (volumen kolone = 320 mL), ekvilibrirali s tremi volumni kolone 
vode MQ in nato še s tremi volumni kolone pufra za gelsko kromatografijo. Pred 
injeciranjem smo vzorec prefiltrirali čez filter s porami velikimi 0,45 in 0,22 µm. Injeciranje 
smo izvedli pri pretoku 1 mL/min, ko je bil nanos vzorca končan smo pričeli s spiranjem s 
pufrom pri pretoku 3 mL/min. Med ločevanjem smo zbirali frakcije po 3 mL. Po končani 
kromatografiji smo s pomočjo NaDS-PAGE elektroforeze (metoda opisana v poglavju 3.2.3) 
določili v katerih frakcijah se protein nahaja v najbolj čisti obliki. Frakcije z najbolj čistim 
proteinom smo združili ter jim s pomočjo koncentratorja, AmiconUltra s porami velikimi 10 
kDa, zamenjali pufer v shranjevalni MES pufer za protein ter koncentrirali do koncentracije 
kjer je bil protein še stabilen in se ni obarjal. Menjavanje pufra in koncentriranje je potekalo 
pri 4.000 g in 4 °C. Po koncu smo proteinu spektrofotometrično pomerili absorbanco pri 280 
nm na NanoDrop. S pomočjo vpisanega teoretičnega ekstinkcijskega faktorja nam je 
spektrofotometer določil koncentracijo proteina. Ekstinkcijski koeficient smo določili iz 
aminokislinskega zaporedja s pomočjo ProtParam orodja na bioinformacijskem portalu 
ExPASy. Ekstinkcijski koeficient za protein NLPPya znaša ε
1% = 20,63. Protein smo 
alikvotirali in zamrznili pri -80 °C. 
3.2.2 Označevanje rekombinantnih proteinov 
Barvanje smo izvedli po navodilih proizvajalca. Postopek barvanja NLPPya, njegove mutante 
STW-HSF in HaNLP3 je bil enak. Najprej smo zatehtali barvilo Alexa Fluor™ 488 NHS 
Ester, ki se veže na primarne amine na proteinih in ligandih, ter ga raztopili v toliko DMSO, 
da je bila njegov koncentracija 15,5 mM. Proteine smo odtalili ter jim s koncentratorjem, 
AmiconUltra s porami velikimi 10 kDa, zamenjali pufer MES v pufer PBS, saj mora biti 
raztopina pri barvanju rahlo bazična, pH pufra MES pa je prenizek. Po menjavi pufra smo 
protein skoncentrirali na 90 µL. Menjava pufra ter koncentriranje je potekalo pri 12.000 g in 
4 °C. Pri označevanju je morala biti koncentracija proteina 2-20 mg/mL. K 90 µL proteina 
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smo dodali 10 µL pufra PBS, 10 µL 1 M natrijevega bikarbonatnega pufra  ter med 
mešanjem počasi dodali 10 µL barvila Alexa Fluor™. Mešanico smo nato inkubirali 1 uro 
na 500 vrt./min pri sobni temperaturi in v temi. Po koncu inkubacije smo v koncentratorju 
sprali nevezano barvilo, skoncentrirali ter istočasno pufer zamenjali v pufer MES, ki je za 
shranjevanje proteina najbolj optimalen. Koncentrirali smo do 100 µL ter 
spektrofotometrično pomerili absorbanco pri 280 in 495 nm, kjer je območje absorbance 
uporabljenega barvila. Vpisali smo ekstinkcijski koeficient proteina, za NLPPya in NLPPya 
STW-HSF znaša ε1% = 20,63, za HaNLP3 pa znaša ε1% = 21,91. Program nam je potem 
izračunal koncentracijo (v mg/mL)  označenega proteina na podlagi absorbanc pri 280 in 
495 nm. Izračunali smo tudi stopnjo označenosti proteina oziroma DOL (ang. »Degree Of 





                                                                                                   …(1) 
 
Kjer je Amax – maksimalna absorbanca barvila, MW – molekulska teža proteina v Da, [protein] – 
koncentracija proteina v mg/mL, εbarvila – ekstinkcijski koeficient pri maksimalni absorbanci barvila 
(za Alexa Fluor™ = 71.000 cm-1M-1). 
 
Z NaDS-PAGE elektroforezo smo preverili čistost in fluorescenco vseh označenih 
proteinov. 
3.2.3 NaDS-PAGE elektroforeza 
Analiza proteinov s poliakrilamidno gelsko elektroforezo (PAGE) v prisotnosti natrijevega 
dodecil sulfata (NaDS) je univerzalno uporabljena metoda. NaDS je aminski detergent, ki se 
veže na hidrofobne aminokislinske ostanke proteinov ter jih s tem denaturira in obda z 
negativnim nabojem. Zaradi enotnega negativnega naboja proteini potujejo proti anodi, 
hitrost potovanja pa je obratno sorazmerna z njihovo velikostjo (Rath in sod., 2009). 
Metodo smo uporabili pri analizi vseh korakov izolacije ter čiščenja proteina NLPPya ter pri 
analizi proteinov označenih z barvilom. Postopki so pri obeh analizah enaki, razen kjer je 
navedeno drugače. 
Za analizo izolacije proteina smo vzorčkom, ki so vsebovali celice (BI in AI) najprej dodali 
150 µL  pufra za lizo. Vzorčkom smo dodali 2 µL 0,5 M DTT, ustrezno količino vode MQ 
ter vzorce obtežili in obarvali z nanašalnim pufrom NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x) v 
razmerju redčen vzorec : nanašalni pufer = 3 : 1. Nato smo vzorčke denaturirali 10 min pri 
70 °C ali 5 min pri 90 °C, premešali ter centrifugirali 10 s pri 13.200 vrt./min. Vzorčke smo 
nanesli v žepke poliakrilamidnega gela NuPAGE® Novex® Bis-Tris Mini Gel s 4-12 % 
zamreženostjo gela. Poleg naših vzorčkov smo v prvi žepek dodali tudi standard znanih 
molekulskih mas Novex® Sharp Pre-stained Protein Standards. Gel smo vpeli v 
elektroforezni sistem XCell SureLock™ Mini-Cell Electrophoresis System. Elektroforeza je 
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tekla 40 min pri napetosti 200 V in toku 125 mA v 5 % raztopini elektroforeznega pufra 
NuPAGE® MES NaDS Running Buffer. Po koncu elektroforeze smo gel spirali trikrat po 5 
min v vodi MQ, zatem pa barvali 30 min v predhodno, na 50 °C, ogretem barvilu 
SimplyBlue™ SafeStain, ponovno sprali z vodo MQ do želenega kontrasta proteinskih lis 
za slikanje gela, običajno čez noč. 
Za analizo z barvilom označenih proteinov smo proteine ustrezno redčili z vodo MQ tako, 
da je bilo v vseh nanosih na gel 1 µg proteina. Po tem smo vzorčke obtežili in obarvali z 
nanašalnim pufrom NuPAGE® LDS Sample Buffer (2x) v razmerju redčen vzorec : 
nanašalni pufer = 1 : 1. Gel smo pred barvanjem z barvilom SimplyBlue™ SafeStain slikali 
pod UV lučjo. 
3.2.4 Poskusi na kvasovkah 
Gojenje, menjava pufrov kvasovkam ter protoplastiranje je potekalo po protokolu, ki ga je 
izvedel Burden (2017), z manjšimi spremembami. 
3.2.4.1 Gojenje kvasovk in predpriprava na protoplastiranje 
Pred pričetkom poskusov smo pripravili tekoče in trdno gojišče YPD. Zamrznjene kvasovke 
v trajni kulturi smo precepili na plošče s trdnim gojiščem YPD ter jih tekom poskusov 
precepljali in hranili v hladilniku. Postopki so bili za vse seve kvasovke S. cerevisiae, 
referenčni sev BY4741 ter delecijski mutanti sur1Δ in csg2Δ, enaki. Kvasno kolonijo smo 
iz trdnega gojišča s cepilno zanko prenesli v 250 mL erlenmajerico s 50 mL tekočega gojišča 
YPD ter kulturo inkubirali preko noči na 30 °C in 120 vrt./min. Naslednji dan smo petkrat 
redčenemu vzorčku prekonočne kulture spektrofotometrično pomerili OD600. Na podlagi 
dobljenega OD600 smo iz prekonočne kulture pripravili vcepek tako, da je bil končni 
volumen vcepka in svežega YPD gojišča 100 mL ter začetni OD600 0,2. Sveže pripravljeno 
kulturo smo nato inkubirali v stresalniku na 30 °C in 120 vrt./min toliko časa, da je OD600 
dosegel optično gostoto 0,35-0,45. Po končani inkubaciji smo kulturo istega seva prelili v 
dve 50 mL centrifugirki ter centrifugirali 10 min na sobni temperaturi in 1.500 g. Supernatant 
smo odlili ter vsak sediment istega seva resuspendirali v 5 mL sterilne vode MQ, suspenzijo 
istega seva združili v eno 15 mL centrifugirko ter centrifugirali 5 min pri sobni temperaturi 
in pri 1.500 g. Supernatant smo ponovno odlili, sediment resuspendirali v 10 mL sterilnega 
pufra A ter centrifugirali 5 min pri sobni temperaturi in pri 1.500 g. Sediment smo nato 
resuspendirali v 10 mL sterilnega pufra B in centrifugirali. Sediment smo na koncu 
resuspendirali v 10 mL pufra C  ter kulturo shranili čez noč v hladilniku. 
3.2.4.2 Priprava kvasnih protoplastov 
Na začetku smo izvedli poskusno protoplastiranje v 2 mL mikrocenrifugirkah. Iz shranjenih 
kvasovk smo po predhodni homogenizaciji z vorteksom odvzeli 1,6 mL suspenzije, ter jo 
prestavili v 2 mL mikrocentrifugirko. 100 µL suspenzije kvasovk smo dodali v 1 mL pufra 
B, premešali ter dodali 400 µL 5 % NaDS. Mešanico smo nežno premešali s pipetiranjem 
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ter spektrofotometrično pomerili lizo celic z absorbanco pri 800 nm (A800). Prvi dobljen 
rezultat nam predstavlja 100 % kvasnih celic in 0 % kvasnih protoplastov. Z namenom 
odstranitve celične stene kvasovk smo v suspenzijo dodali encim litikazo (2000 U/mL), tako 
da je bila končna koncentracija encima 10-40 U/mL, ter inkubirali na stresalniku pri 30 °C 
in 600 vrt./min. Iz te mikrocentrifugirke smo potem vsakih 5 min odvzeli 100 µL suspenzije 
ter jo dodali v 1 mL pufra B ter na koncu še 400 µL 5 % NaDS, nežno premešali in 
spektrofotometrično pomerili A800. Pri poskusnem protoplastiranju smo pazili, da je bil 
pretečen čas med dodajanjem inkubirane kulture v pufer B, premešanjem ter merjenjem na 
spektrofotometru vedno enak. S tem smo dobili realne ocene hitrosti ter delež uspešnosti 
protoplastiranja. A800 se z nastajanjem kvasnih protoplastov niža, saj kvasni protoplasti ob 
dodatku NaDS lizirajo. 
 
Po začetnem poskusnem protoplastiranju smo za nadaljne poskuse na protoplastih iz 
kvasovk, ki so bile shranjene v hladilniku odvzeli 5 mL, ter jih prestavili v 15 mL 
centrifugirko. Ponovno smo iz suspenzije kvasovk odvzeli 100 ter jih dodali v 1 mL pufra 
B, premešali in dodali 400 µL 5 % NaDS. Mešanici smo spektrofotometrično pomerili A800. 
V falkonko smo dodali toliko encima litikaze, da je bila končna koncentracija litikaze pri 
BY4741 in sur1Δ 40 U/mL, pri drugi csg2Δ pa 10 U/mL. Potrebno dodano koncentracijo 
smo določili pri poskusnem protoplastiranju na začetku. Mešanico smo nato inkubirali na 30 
°C in 120 vrt./min. Med inkubacijo smo v časovnih intevalih odvzemali po 100 µL 
suspenzije ter spektrofotometrično spremljali upad A800. Najprej smo vzorcem absorbanco 
pomerili vsakih 10 min, ko smo se približali želenemu odstotku protoplastov pa vsako 
minuto. Ko se je A800 znižala za 60 %, smo mešanico prestavili na led, da se je delovanje 
encima ustavilo. Znižanje absorbance za 60 % je pomenilo, da se v mešanici nahaja 60 % 
protoplastov in 40 % kvasovk s celično steno. Protoplastiranje BY4741 in sur1Δ je potekalo 
v povprečju 40 min, csg2Δ pa 20 min, kljub dodani nižji koncentraciji encima. Mutanta 
csg2Δ vsebuje manj manoziliranih sfingolipidov, kar vpliva na hitrost razgradnje celične 
stene z encimom. 
3.2.4.3 Priprava mešanic za merjenje na pretočnem citometru ter slikanje s konfokalnim 
mikroskopom 
Po 50 µL ohlajenih in homogeniziranih kvasnih protoplastov smo prestavili v sveže 1 mL 
centrifugirke. Koncentracija kvasovk v 50 µL je bila 2,5 * 106 celic. Vse kvasne celice so 
bile protoplastirane 60 %, kar pomeni, da je bilo v mešanici 60 % kvasnih protoplastov in 
40 % kvasnih celic, razen kjer je navedeno drugače (točka 2). Vse kvasne protoplaste smo 
pred dodatkom proteinov sprali s pufrom C (s spiranjem smo se znebili encima litikaze ter 
njenega vpliva na kvasne protoplaste), razen če je navedeno drugače. Delali smo več vrst 
poskusov: 
1) Eksperiment vezave različnih označenih proteinov NLP na kvasne protoplaste: kvasnim 
protoplastom BY4741 smo dodali toliko označenih proteinov NLP (NLPPya, NLPPya 
STW-HSF in HaNLP3), da je bilo volumsko razmerje kvasni protoplasti : protein enako 
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1 : 1. Vse dodane proteine smo pripravili tako, da je bila njihova končna koncentracija v 
mešanici 50 µM. Po dodatku proteina smo mešanico sprali s centrifugiranjem 3 min pri 
sobni temperaturi in 800 g. Supernatant smo zavrgli, saj so se v njem nahajali nevezani 
označeni proteini, sediment resuspendirali v 100 µL pufra C ter postopek ponovili še 
enkrat. Ponovno smo zavrgli supernatant in sediment resuspendirali v 20 µL pufra C. Za 
negativno kontrolo smo izbrali dvakrat sprane kvasne protoplaste in jim dodali pufer 
MES, da je bilo volumsko razmerje kvasni protoplasti : pufer enak 1 : 1. Do meritev na 
citometru smo vzorčke hranili na ledu in v temi. Pri meritvah na pretočnem citometru 
smo uporabljali pretočni citometer CyFlow® ML z laserjem 488. Celice smo analizirali 
glede na značilnosti FS/SS (forward scatter/side scatter) ter glede na intenzivnost 
fluoresciranja barvila FITC (fotopomnoževalka FL1). Pri vsakem vzorcu smo analizirali 
vsaj 10.000 dogodkov. Dobljene podatke smo obdelali s pomočjo programa FlowJo. 
Poleg merjenja na pretočnem citometru smo vzorčke tudi mikroskopirali s konfokalnim 
mikroskopom Leica TCS SP5, ki je nameščen na invertnem mikroskopu Leica DM16000 
CS z imerzijskim objektivom pod 63–kratno povečavo. Fluorescenco označenih 
proteinov smo vzbujali  z argonovim laserjem pri 488 nm, emisijo pa smo merili pri 532-
561 nm. Priprava vzorčkov je bila identična pripravi vzorčkov za meritve na pretočnem 
citometru. 
2) Vpliv protoplastiranja na vezavo označenega proteina NLPPya: dvakrat spranim kvasnim 
protoplastom BY4741 in BY4741 csg2Δ, ki so vsebovali 64 in 56 % protoplastov, smo 
dodali toliko označenega proteina NLPPya, da je bilo volumsko razmerje kvasni 
protoplasti : protein enako 1 : 1. Končna koncentracija proteina NLPPya je bila 50 µM. 
Vzorčkov po dodatku proteina nismo sprali.  
3) Vpliv inkubacije kvasnih protoplastov z označenim proteinom NLPPya: dvakrat spranim 
kvasnim protoplastom BY4741 smo dodali toliko označenega proteina NLPPya, da je bilo 
volumsko razmerje kvasni protoplasti : protein enako 1 : 1. Dodan protein smo pripravili 
tako, da je bila njegova končna koncentracija v mešanici 50 µM. Pri tem poskusu smo 
kvasne protoplaste z dodanim proteinom inkubirali 0, 30, 60 in 120 min ter jih po 
inkubaciji dvakrat sprali. 
4) Vpliv koncentracije označenega proteina NLPPya na kvasne protoplaste pri inkubaciji in 
brez nje: dvakrat spranim kvasnim protoplastom BY4741 smo dodali toliko označenega 
proteina NLPPya, da je bilo volumsko razmerje kvasni protoplasti : protein enako 1 : 1.  
Končne koncentracije proteina so bile 25, 50, 100 in 200 µM. Vzorce smo po dodatku 
proteinov takoj dvakrat sprali oziroma smo jih pred spiranjem inkubirali 30 min na sobni 
temperaturi. Vzorčke smo tudi poslikali s konfokalnim mikroskopom, priprava vzorčkov 
je bila identična pripravi vzorčkov za merjenje na pretočnem citometru. 
5) Vpliv okvarjenosti genov SUR1 in CSG2 na vezavo označenega proteina NLPPya na 
kvasne protoplaste v odvisnosti od spiranja: dvakrat spranim kvasnim protoplastom 
BY4741, BY4741 sur1Δ in BY4741 csg2Δ smo dodali toliko označenega proteina 
NLPPya, da je bilo volumsko razmerje kvasni protoplasti : protein enako 1 : 1. Končna 
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koncentracija dodanega proteina je bila 50 µM. Vzorčke z dodanim proteinom smo takoj 
dvakrat sprali oziroma jih nismo sprali ter pomerili na pretočnem citometru. 
6) Vpliv spiranja na vezavo označenega proteina NLPPya na kvasne protoplaste: dvakrat 
spranim kvasnim protoplastom BY4741 smo dodali toliko označenega proteina NLPPya, 
da je bilo volumsko razmerje kvasni protoplasti : protein enako 1 : 1. Končna 
koncentracija proteina NLPPya je bila 50 µM. Vzorčke smo pripravili tako, da smo 
kvasnim protoplastom dodali protein ter jih dvakrat, enkrat in ničkrat sprali. Pripravljene 
vzorčke smo nato slikali pod konfokalnim mikroskopom. 
7) Izbor ustrezne negativne kontrole: pripravili smo tri različne vzorčke. 
a) V prvem poskusu smo svežim kvasovkam BY4741 dodali toliko označenega 
proteina NLPPya, da je bilo volumsko razmerje kvasovke : protein enako 1 : 1. Kvasno 
kolonijo smo iz trdnega gojišča s cepilno zanko prenesli v 50 mL tekočega gojišča 
YPD ter kulturo inkubirali preko noči na 30 °C in 120 vrt./min. Naslednji dan smo 
spektrofotometrično pomerili OD600. Na podlagi dobljenega OD600 smo iz 
prekonočne kulture pripravili vcepek tako, da je bil končni volumen vcepka in 
svežega YPD gojišča 100 mL ter začetni OD600 0,2. Sveže pripravljeno kulturo smo 
nato inkubirali v stresalniku na 30 °C in 120 vrt./min toliko časa, da je OD600 dosegel 
optično gostoto 0,35-0,45. Ko smo dosegli želeno optično gostoto, smo iz sveže 
kulture odvzeli 50 µL kvasovk, jim zamenjali gojišče YPD v pufer MES, dodali 
označen protein ter dvakrat sprali. Vzorčke smo pomerili na pretočnem citometru. 
b) V drugem poskusu smo dvakrat spranim kvasnim protoplastom BY4741 dodali 
toliko označenega proteina HaNLP3, da je bilo volumsko razmerje kvasovke : 
protein enako 1 : 1. Končna koncentracija proteina HaNLP3 je bila 50 µM. Vzorčke 
smo pred meritvami na pretočnem citometru dvakrat sprali.  
c) V tretjem poskusu smo dvakrat spranim kvasnim protoplastom BY4741 dodali 
denaturiran označen protein NLPPya. Protein smo denaturirali s 15 min segrevanjem 
na 70 °C. Ker se je protein med segrevanjem oboril, smo vzorček centrifugirali 15 
min na 13.200 vrt./min. Supernatant smo nato skoncentrirali, končna koncentracija v 
mešanici s kvasnimi protoplasti je bila 0,4 µM. Po dodatku proteina smo vzorčke 
dvakrat sprali ter merili na pretočnem citometru.  
8) Sledenje umiranju kvasovk in kvasnih protoplastov zaradi toksičnosti neoznačenega 
proteina NLPPya s pomočjo propidijevega jodida: pripravili smo tri različne mešanice 
za kvasovke in njihove protoplaste. 
a) V prvi mešanici smo k 90 µL kvasnih protoplastov in kvasovk dodali 10 µL 
propidijevega jodida (PI), inkubirali 10 min ter pomerili na pretočnem citometru. Ta 
mešanica nam predstavlja žive kvasne protoplaste in kvasovke.  
b) V drugi mešanici smo k 45 µL kvasnih protoplastov in kvasovk dodali 45 µL 
neoznačenega proteina NLPPya ter 10 µL PI, inkubirali 10 min in pomerili na 
pretočnem citometru. Končna koncentracija proteina je bila 50 µM. Ta mešanica nam 
predstavlja toksičnost proteina. Podobno smo naredili tudi pri poskusu z 200 μM 
proteinom NLPPya in kvasnimi protoplasti. 
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c) V tretji mešanici smo k 90 µL kvasnih protoplastov in kvasovk dodali 90 µL 75 % 
etanola, inkubirali 2 min ter po inkubaciji centrifugirali 3 min pri sobni temperaturi 
in 5.000 g. Supernatant smo zavrgli in sediment resuspendirali v 90 µL pufra C in 10 
µL PI, inkubirali 10 min ter pomerili na pretočnem citometru. Ta mešanica nam 
predstavlja 100 % mrtve kvasne protoplaste in kvasovke. 
9) Pokanje kvasnih protoplastov zaradi toksičnosti označenega proteina NLPPya v 
odvisnosti od časa: kvasnim protoplastom BY4741 smo dodali toliko označenega 
proteina NLPPya, da je bilo volumsko razmerje kvasni protoplasti : protein enako 1 : 1. 
Končna koncentracija proteina NLPPya je bila 50 µM. Vzorčke smo pred merjenjem 
dvakrat sprali. Vzorčke smo na pretočnem citometru merili enako dolgo časa, tako da 
smo dobili podatke zmanjševanja količine kvasnih protoplastov. Vzorčke smo pomerili 
pri 0, 30, 60 in 120 min inkubacije. 
10) Pokanje kvasnih protoplastov zaradi toksičnosti neoznačenih proteinov NLP: naredili 
smo pet različnih poskusov. 
a) Uporabili smo kvasne protoplaste BY4741. Opazovali smo, kakšen vpliv imata 
encima litikaza in protein NLPPya na kvasne protoplaste. Pripravili smo štiri različne 
mešanice: 
i) Kvasnim protoplastom smo dodali toliko neoznačenega proteina NLPPya, da je 
bilo volumsko razmerje kvasni protoplasti : protein enako 1 : 1. Končna 
koncentracija proteina je bila 50 µM. Mešanice po dodatku proteina nismo sprali, 
s tem smo imeli poleg vpliva proteina NLPPya še vpliv encima litikaze na kvasne 
protoplaste. Nato smo iz mešanice ob času 0, 30, 60, 90 in 120 min odvzeli 
vzorček, ga redčili do desetkratne redčitve ter s pomočjo Bürker-Türk-ove števne 
ploščice in svetlobnega mikroskopa prešteli število celic. Prešteli smo 8 velikih 
kvadratkov dimenzije 0,2 mm2. 
ii) Kvasnim protoplastom smo dodali toliko neoznačenega proteina NLPPya, da je 
bilo volumsko razmerje kvasni protoplasti : protein enako 1 : 1. Končna 
koncentracija proteina je bila 50 µM. Mešanico smo po dodatku proteina NLPPya 
sprali, s tem smo se znebili encima litikaze ter njenega vpliva na kvasne 
protoplaste. Iz mešanice smo nato ob času 0, 30, 60, 90 in 120 min odvzeli 
vzorček, ga redčili do desetkratne redčitve ter s pomočjo Bürker-Türk-ove števne 
ploščice in svetlobnega mikroskopa prešteli število celic. 
iii) Kvasnim protoplastom smo dodali toliko pufra MES, da je bilo volumsko 
razmerje kvasni protoplasti : pufer enako 1 : 1. Mešanice po dodatku pufra nismo 
sprali, s tem smo opazovali samo vpliv encima litikaze na kvasne protoplaste. 
Nato smo iz mešanice ob času 0, 30, 60, 90 in 120 min odvzeli vzorček, ga redčili 
do desetkratne redčitve ter s pomočjo Bürker-Türk-ove števne ploščice in 
svetlobnega mikroskopa prešteli število celic. 
iv) Kvasnim protoplastom smo dodali toliko pufra MES, da je bilo volumsko 
razmerje kvasni protoplasti : pufer enako 1 : 1. Mešanico smo po dodatku pufra 
sprali, s tem smo dobili vzorčke v katerih ni bilo nobenega vpliva na kvasne 
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protoplaste, ne iz strani encima litikaze in ne iz strani dodanega proteina. Iz 
mešanice smo nato ob času 0, 30, 60, 90 in 120 min odvzeli vzorček, ga redčili 
do desetkratne redčitve ter s pomočjo Bürker-Türk-ove števne ploščice in 
svetlobnega mikroskopa prešteli število celic. 
b) Uporabili smo kvasne protoplaste BY4741. Opazovali smo vpliv koncentracije 
neoznačenega proteina NLPPya na kvasne protoplaste. Pripravili smo pet različnih 
mešanic. Dvakrat spranim kvasnim protoplastom smo dodali toliko neoznačenega 
proteina NLPPya, da je bilo volumsko razmerje kvasni protoplasti : protein enako 1 : 
1. Končna koncentracija proteina je bila 25, 50, 100 in 200 µM. Za negativno 
kontrolo smo vzeli kvasne protoplaste, katerim smo namesto proteina dodali pufer 
MES. Iz mešanic smo ob času 0, 30, 60, 90 in 120 min odvzeli vzorček, ga redčili do 
desetkratne redčitve ter s pomočjo Bürker-Türk-ove števne ploščice in svetlobnega 
mikroskopa prešteli število celic. Vzorček z 200 µM proteinom NLPPya smo tudi 
slikali pod konfokalnim mikroskopom ob času 0, 60 ter 120 min. 
c) Uporabili smo dvakrat sprane kvasne protoplaste BY4741, BY4741 sur1Δ ter 
BY4741 csg2Δ. Opazovali smo vpliv mutacij genov SUR1 in CSG2 na toksičnost 
neoznačenega proteina NLPPya. Pripravili smo šest različnih mešanic. Vsakemu sevu 
kvasnih protoplastov smo dodali toliko neoznačenega proteina NLPPya, da je bilo 
volumsko razmerje kvasni protoplasti : protein enako 1 : 1. Končna koncentracija 
proteina je bila 50 µM. Za negativno kontrolo smo vzeli kvasne protoplaste, katerim 
smo namesto proteina dodali pufer MES. Iz mešanic smo ob času 0, 30, 60, 90 in 120 
min odvzeli vzorček, ga redčili do desetkratne redčitve ter s pomočjo Bürker-Türk-
ove števne ploščice in svetlobnega mikroskopa prešteli število celic. Identičen 
poskus smo naredili še z 200 µM proteinom NLPPya. 
d) Uporabili smo dvakrat sprane kvasne protoplaste BY4741. Primerjali smo toksičnost 
neoznačenega proteina NLPPya ter HaNLP3. Pripravili smo tri različne mešanice. 
Kvasnim protoplastom smo dodali toliko neoznačenega proteina NLPPya ter 
HaNLP3, da je bilo volumsko razmerje kvasni protoplasti : protein enako 1 : 1. 
Končna koncentracija proteina je bila 50 µM. Za negativno kontrolo smo vzeli 
kvasne protoplaste, katerim smo namesto proteina dodali pufer MES.  Iz mešanic 
smo ob času 0, 30, 60, 90 in 120 min odvzeli vzorček, ga redčili do desetkratne 
redčitve ter s pomočjo Bürker-Türk-ove števne ploščice in svetlobnega mikroskopa 
prešteli število celic. 
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Slika 14: Shematski prikaz eksperimentov s fluorescentno označenimi proteini NLP. 

































VEZAVA RAZLIČNIH PROTEINOV NLP: 
60 % kvasnih protoplastov BY4741
50 µM NLPPya, NLPPya STW-HSF in HaNLP3
Brez inkubacije pred meritvami
Dvakrat sprani pred meritvami
VPLIV PROTOPLASTIRANJA:











25, 50, 100 in 200 µM NLPPya
Inkubacija 0 in 30 min
Dvakrat sprani
VPLIV OKVARJENOSTI GENOV SUR1 in CSG2: 
60 % BY4741, sur1Δ in csg2Δ
50 µM NLPPya
Brez inkubacije





Dvakrat, enkrat sprani ali nesprani
USTREZNA NEGATIVNA KONTROLA:
Kvasovke BY4741 + 50 µM NLPPya
60 % BY4741 + 50 µM HaNLP3
60 % BY4741 + denaturiran NLPPya
Dvakrat sprani
UMIRANJE KVASOVK IN PROTOPLASTOV S PI:
60 % BY4741 in kvasovke + PI
60 % BY4741 in kvasovke + 50 µM NLPPya + PI





Merjenje enako dolgo časa s pretočnim citometrom
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Slika 15: Shematski prikaz eksperimentov pokanja protoplastov zaradi vpliva neoznačenih proteinov NLP. 
Celice smo šteli s pomočjo Bürker-Türk-ove števne plošče in svetlobnega mikroskopa. 
3.2.5 Izolacija in TLC kvasnih lipidov in sfingolipidov 
Tipični ekstrakt lipidov vsebuje polarne in nepolarne lipide. Pod polarne lipide spadajo 
glicerofosfolipidi in sfingolipidi, pod nepolarne lipide pa spadajo proste maščobne kisline, 
diacilgliceroli, triacilgliceroli, steroli in sterolni estri (Schneiter in Daum, 2006a). Ker so 
lipidi netopni v vodi, njihova ekstrakcija zahteva kombinacijo polarnih in nepolarnih 
organskih topil. Tri najpogosteje citirane metode ekstrakcije so opisali Folch in sod. (1957), 
Bligh in Dyer (1959) ter Ways in Hanahan (1964). Vse tri metode uporabljajo mešanico 
kloroform/metanol (2/1, V/V) kot ekstrakcijsko topilo (Schneiter in Daum, 2006b). Najbolj 
uporabljena metoda je metoda, ki so jo opisali Folch in sod. (1957), ki uporablja dvajset 
volumnov mešanice kloroform/metanol (2/1, V/V) na volumen vzorca, da zagotovi 
homogeno mešanico. Med ekstrakcijo se formirata dve fazi, spodnja faza je sestavljena iz 
kloroform/metanol/voda v razmerju 86/14/1 (V/V/V), zgornja faza pa v razmerju 3/48/47 
(V/V/V). Spodnja faza, ki sestavlja približno dve tretjine celotnega volumna, vsebuje 
raztopljene lipide. 
Različne metode se uporabljajo za ločevanje različnih lipidov. Pogosto uporabljena metoda 
je tankoplastna kromatografija (TLC, ang. »Thin-Layer Chromatography«)), ki uporablja 
nosilce iz stekla ali aluminija, ki so prevlečeni s silika gelom (SiO2) kot adsorbentom. Za 










































VPLIV LITIKAZE IN NLPPya:
60 % BY4741 + 50 µM protein + nesprani
60 % BY4741 + 50 µM protein + dvakrat sprani
60 % BY4741 + MES + nesprani
60 % BY4741 + MES + dvakrat sprani
VPLIV KONCENTRACIJE NLPPya:
60 % BY4741
25, 50, 100 in 200 µM NLPPya
Dvakrat sprani
VPLIV MUTACIJ GENOV SUR1 in CSG2:
60 % BY4741, sur1Δ in csg2Δ
50 in 200 µM NLPPya
Dvakrat sprani
TOKSIČNOST RAZLIČNIH PROTEINOV NLP:
60 % BY4741
50 µM NLPPya in HaNLP3
Dvakrat sprani
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enostavna, vsestransko uporabna in visoko občutljiva. Uporablja se jo lahko tako za 
kvantitativne kot kvalitativne analize. Silika gel je polarni adsorbent, posledično se polarni 
lipidi nanj bolj močno adsorbirajo kot nepolarni. Večina nepolarnih lipidov zato potuje 
hitreje od polarnih lipidov. Večina lipidov je brezbarvnih, zato je potrebno lipide po končani 
ločitvi obarvati s pomočjo kemičnih reagentov (Schneiter in Daum, 2006a). 
Uporabljeni postopki so iz članka, ki sta ga napisala Guan in Wenk (2006) z manjšimi 
spremembami. 
3.2.5.1 Izolacija 
Pred izolacijo smo gojili kvasovke tako, da smo v 50 mL svežega tekočega gojišča YPD s 
plastično cepilno zanko prenesli kvasno kolonijo ter inkubirali v stresalniku preko noči pri 
30, 37 ter 24 °C in 120 vrt./min. Nasledni dan smo za vsak sev pripravili po dve 500 mL 
erlenmajerici in vanje sterilno dodali toliko gojišča, da je bil končni volumen gojišča in 
vcepka 125 mL. Erlenmajerice z vcepki smo nato inkubirali v stresalniku toliko časa da je 
bil OD600 v vseh erlenmajericah 0,44-0,46. Ko smo dosegli želeno optično gostoto, smo 
vsebino erlenmajeric istega seva združili ter centrifugirali 10 min pri 4 °C ter 5.000 vrt./min. 
Supernatant smo odlili ter sediment resuspendirali v 33 mL vode MQ in prenesli v 50 mL 
cenrifugirko ter ponovno centrifugirali 10 min pri 4 °C in 4.000 vrt./min. Sedimentu smo 
odlili supernatant ter celice shranili pri -80 °C. 
Zamrznjene kvasovke smo naslednji dan inkubirali na ledu 10 min. Po inkubaciji smo jim 
dodali 6 mL hladne 5 % trikloroocetne kisline (TCA), vorteksirali, vsebino prelili v steklene 
centrifugirke in inkubirali 20 min na ledu. Po končani inkubaciji smo centrifugirali 10 min 
pri 4 °C ter 4.000 vrt./min. Supernatant smo zavrgli ter sediment resuspendirali v 3 mL 
ekstrakcijske mešanice (95% etanol/voda/dietileter/piridin/amonijev hidroksid v razmerju 
15/15/5/1/0.018 (V/V/V/V/V)) ter inkubirali 20 min v vodni kopeli na 60 °C. Po inkubaciji 
smo ponovno centrifugirali 10 min pri 4.000 vrt./min. Supernatant smo prenesli v novo 
stekleno centrifugirko. Sedimentu smo ponovno dodali 2 mL ekstrakcijske mešanice, 
vorteksirali, sediment razbijali v ultrazvočni kopeli, inkubirali 20 min na 60 °C ter 
centrifugirali. Supernatant smo združili s prejšnjim supernatantom ter vse skupaj prelili v 
steklene bučke. Vsebino smo posušili z vodno vakuumsko črpalko in prepihovanjem z 
dušikom. Bučke smo nato shranili pri -20 °C. Na tej točki smo imeli izolirane vse lipide iz 
kvasovk, ki smo jih preverili s pomočjo tankoplastne kromatografije. 
Za izolacijo sfingolipidov smo posušene celokupne lipide segreli na sobno temperaturo ter 
jim dodali 5 mL 0,1 M kalijevega hidroksida (KOH) raztopljenega v metanolu, vorteksirali 
s pomočjo steklenih kroglic ter inkubirali 90 min v inkubatorju na 40 °C. Po inkubaciji smo 
v bučke dodali 500 µL 0,1 M klorovodikove kisline (HCl), 5 mL heksana ter 100 µL vode 
MQ, na kratko vorteksirali in prenesli v stekleno centrifugirko z navojem. Vsebino smo 
centrifugirali 5 min na 2.000 vrt./min. Potem smo previdno prenesli spodnjo fazo v novo 
stekleno bučko, prejšnjo bučko ponovno sprali s 5 mL heksana, vsebino prenesli v stekleno 
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centrifugirko ter ponovno centrifugirali 5 min na 2.000 vrt./min. Spodnjo fazo smo prenesli 
in jo združili z že odvzeto spodnjo fazo v stekleni bučki. Vsebino smo posušili z dušikom 
ter bučke shranili na -20 °C. Naslednji dan smo bučke ponovno segreli na sobno temperaturo 
ter naredili ločitev po Folchu. Posušenim lipidom smo dodali 4 mL kloroforma, 2 mL 
metanola ter 1,5 mL vode MQ. Mešanico smo vorteksirali 15 min tako, da se je 1 min 
vorteksiranje izmenjevalo z 1 min premorom. Vsebino smo prenesli v sveže steklene 
centrifugirke z navojem ter centrifugirali 5 min pri 2.000 vrt./min. Spodnjo fazo smo prenesli 
v svežo stekleno bučko, posušili z dušikom ter shranili na -20 °C. 
3.2.5.2 Tankoplastna kromatografija  
Pred pričetkom smo ploščo za tankoplastno kromatografijo TLC Silica gel 60 F254 obrezali 
ter s pomočjo mehkega svinčnika narisali območja, kamor bomo nanesli vzorčke. Tako 
pripravljeno ploščo smo prestavili na grelnik s temperaturo 120 °C za 30 min. S tem smo 
zagotovili, da je bila plošča popolnoma suha. Med tem smo v kromatografsko kadičko nalili 
približno 1 cm mobilne faze, pokrili, premešali ter pustili 30 min. Za mobilno fazo pri 
celokupnih lipidih smo uporabili tri različne mešanice: (i) kloroform/metanol/2M amonij v 
razmerju 65/25/4 (V/V/V), (ii) kloroform/metanol/voda v razmerju 50/40/10 (V/V/V) ter 
(iii) kloroform/metanol/2M amonij v razmerju 55/35/4 (V/V/V); pri sfingolpidih pa 
kloroform/metanol/2M amonij v razmerju 65/25/4 (V/V/V). Posušenim lipidom ter 
sfingolipidom v stekleni bučki smo v tem času dodali 600 µL topila 
(kloroform/metanol/voda v razmerju 16/16/5 (V/V/V)), vorteksirali ter raztopljene lipide 
prestavili v steklene viale. Segreto ploščo smo po 30 min prestavili na aluminijasto folijo in 
pokrili s stekelcem tako, da oznake za nanos vzorca niso bile pokrite. Nato smo pričeli z 
nanosom vzorčkov. Pri analizah celokupnih lipidov smo na plošče nanesli enake volumne 
vzorčkov (25 µL), pri analizah sfingolipidov pa smo vse posušene sfingolipide stehtali ter 
nanesli enako količino vzorčkov (300 µg). Ker se mora vzorec med nanašanjem hitro sušiti, 
smo nanašali maksimalno 5 µL vzorčka na enkrat, pri sušenju smo si pomagali tudi s 
sušilnikom za lase. Po nanosu vseh vzorčkov smo ploščo postavili v kadičko ter počakali, 
da je mobilna faza prepotovala skoraj do konca plošče. Ko je bila kromatografija končana, 
smo ploščo vzeli iz kadičke in jo prestavili na aluminijasto folijo, da se je posušila. Nato smo 
pričeli z barvanjem. Najprej smo po plošči s pomočjo razprševalnika razpršili lipofilno 
fluorescentno barvilo primulin (raztopljen v aceton/voda MQ), ploščo obsvetili z UV lučjo 
ter slikali. Nato smo po plošči razpršili še orcinol (raztopljen v žveplovi kislini (H2SO4)) za 
detekcijo glikolipidov, ploščo prestavili na grelnik s temperaturo 120 °C, počakali da se je 
razvila barva ter slikali. Za standard smo vzeli fosfolipid 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoholin 
(POPC). 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 IZOLACIJA IN ČIŠČENJE REKOMBINANTNEGA PROTEINA NLPPya 
Prefiltriran supernatant liziranih celic, ki so izražale protein NLPPya, smo nanesli na kolono 
Ni-NTA afinitetne kromatografije ter vzorčke in posamezne frakcije ločili z NaDS-PAGE 
elektroforezo. Na NaDS-PAGE gel (Slika 16B) smo nanesli vzorčka liziranih celic BI (pred 
indukcijo E. coli z IPTG) in AI (po indukciji E. coli z IPTG), da smo preverili uspešnost 
izražanja proteina. V vzorčku BI ne opazimo prisotnosti proteina NLPPya, medtem ko se pri 
vzorčku AI opazi lisa velikosti 24 kDa, kar nakazuje na uspešno indukcijo in izražanje 
proteina. S pomočjo NaDS-PAGE gela smo ugotovili, da se največ proteina nahaja v 
supernatantu prefiltriranega vzorca ultrazvočno liziranih celic (PN), kar pomeni, da se 
protein nahaja v topni obliki. Nekaj proteina je ostalo tudi v sedimentu celičnega lizata (P), 
kar nam pove, da se verjetno vse celice niso povsem razbile med soniciranjem, oziroma, da 
sedimentu nismo uspeli popolnoma odstraniti supernatanta. Na podlagi kromatograma in 
NaDS-PAGE gela (Slika 16) smo ugotovili, da se je največ proteina nahajalo v frakciji P6 
(spiranje oziroma elucija s 6 M gvanidinijevim hidrokloridom in 0,2 M ocetno kislino). To 
frakcijo smo uporabili naprej v postopkih renaturacije z dializo ter dodatnega čiščenja. 
 
Slika 16: Izolacija proteina NLPPya z Ni-NTA afinitetno kromatografijo. 
A) Kromatogram prefiltriranega supernatanta celičnega lizata proteina NLPPya pri nanosu na Ni-NTA kolono. 
Modre črte nad kromatogramom prikazujejo uporabljen pufer pri spiranju proteina. B) NaDS-PAGE gel 
vzorcev: MW – proteinski standard, BI – lizat pred indukcijo celic E. coli za produkcijo proteina NLPPya, AI – 
lizat po indukciji celic E. coli za produkcijo proteina NLPPya, P – sediment ultrazvočno razbitih celic po 
centrifugiranju, PN – prefiltriran  supernatant ultrazvočno razbitih celic pred nanosom na Ni-NTA kolono, P2 
– nevezana frakcija v pufru P2 (2 M urea, 1 M NaH2PO4, 0,02 M imidazol, 0,01 M Tris-HCl, pH 6,3), P3 – 
frakcija ob spiranju s pufrom P3 (0,5 M urea, 0,1 M NaH2PO4, 0,02 M imidazol, 0,01 M Tris-HCl, pH 6,3), P4 
– frakcija ob spiranju s pufrom P4 (0,1 M urea, 0,1 M NaH2PO4, 0,02 M imidazol, 0,01 M Tris-HCl, pH 6,3), 
P5 – frakcija ob spiranju s pufrom P5 (0,05 M NaH2PO4/Na2HPO4, 0,3 M imidazol, 0,3 M NaCl, pH 8), P6 – 
elucijska frakcija ob spiranju s pufrom P6 (6 M gvanidinijev hidroklorid, 0,2 M ocetna kislina), FD – filtrat po 
dializi, KD – koncentrat po dializi. 
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Pri dodatnem čiščenju po dializi smo uporabili gelsko velikostno izključitveno 
kromatografijo, kjer smo zbirali frakcije po 3 mL, katerih čistost smo preverjali z NaDS-
PAGE elektroforezo (Slika 17). Na podlagi NaDS-PAGE elektroforeze smo združili frakcije 
od F32 do F41, saj se je v teh frakcijah protein nahajal v najčistejši obliki. Združene frakcije 
smo kasneje koncentrirali do 750 µL ter s pomočjo spektrofotometra NanoDrop pomerili 
koncentracijo proteina, ki je znašala 16,6 mg/mL. Dobljen protein smo alikvotirali ter 
shranili pri -80 °C. 
 
Slika 17: Gelska kromatografija proteina NLPPya na koloni Supradex 75 26/60 z volumnom 320 mL.  
A) Kromatogram čiščenja proteina NLPPya z gelsko velikostno izključitveno kromatografijo. Svetlo zelena črta 
z napisom F označuje frakcije (F32-F41), ki smo jih združili in uporabili v nadaljnjih poskusih. B) NaDS-
PAGE gel, kjer smo nanesli določene frakcije za preverjanje čistosti proteina. Svetlo zelena črta označuje 
frakcije (F32-F41), ki smo jih združili in uporabili v nadaljnjih poskusih. 
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4.2 OZNAČEVANJE REKOMBINANTNIH PROTEINOV 
S fluorescentno probo smo označili citotoksični protein NLPPya, NLPPya STW-HSF ter 
necitotoksični protein HaNLP3, z namenom sledenja vezave na kvasne protoplaste s 
pomočjo detekcije fluorescentnega signala s pretočnim citometrom in konfokalno 
mikroskopijo. Fluorescenco vseh proteinov, označenih z barvilom Alexa Fluor™ 488 NHS 
Esters, smo preverili na NaDS-PAGE gelu, ki smo ga slikali pod UV lučjo (Slika 18). 
Ugotovili smo, da proteini, označeni z barvilom Alexa Fluor™, pod UV lučjo fluorescirajo, 
medtem ko neoznačeni proteini ne fluorescirajo. 
 
Slika 18: Analiza proteinov NLP označenih z fluorescentnim barvilom. 
A) NaDS-PAGE gel vzorcev. B) NaDS-PAGE gel slikan pod UV svetlobo. MW – proteinski standard, 1 – 
NLPPya, 2 – NLPPya označen z Alexa Fluor™ 488 NHS Esters, 3 – HaNLP3, 4 – HaNLP3 označen z Alexa 
Fluor™ 488 NHS Esters, 5 – HaNLP3 označen z Alexa Fluor™ 488 NHS Esters, 6 – NLPPya STW-HSF, 7 – 
NLPPya STW-HSF označena z Alexa Fluor™ 488 NHS Esters. 
Označenim proteinom smo izračunali stopnjo označenosti (DOL) s fluorescentno probo. V 
preglednici 8 so zapisana povprečja rezultatov DOL več označevanj proteinov po formuli 1 
(podpoglavje 3.2.2., Metode). Pri izračunu smo upoštevali maksimalno absorbanco barvila 
(dobljena s pomočjo NanoDrop), molekulsko težo proteina v Da (NLPPya in NLPPya STW-
HSF= 23,3 kDa, HaNLP3= 27,6 kDa), koncentracijo proteina v mg/mL (dobljena s pomočjo 
NanoDrop), ekstinkcijski koeficient pri maksimalni absorbanci barvila (71.000 cm-1M-1). 
Razvidno je, da se na molekulo proteina HaNLP3 veže več enot barvila kot na ostala dva 
proteina. To nam pove, da je HaNLP3 najbolj označen, na molekulo proteina se vežeta 
povprečno 2,2 molekuli barvila Alexa Fluor™, medtem ko se na NLPPya veže povprečno 
samo 0,63 molekul barvila in na NLPPya STW-HSF povprečno 0,47 molekul barvila. Ta 
podatek je pomemben pri interpretiranju rezultatov dobljene fluorescence iz pretočnega 
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citometra ter konfokalnega mikroskopa. Po označevanju NLPPya STW-HSF smo opazili zelo 
motno raztopino, zato smo sklepali, da se je morda protein med pripravo nekoliko oboril. 




NLPPya STW-HSF 0,47 
 
4.3 POSKUSI NA KVASOVKAH 
4.3.1 Vpliv protoplastiranja na vezavo označenega proteina NLPPya 
Protoplastiranje BY4741 csg2Δ je potekalo hitreje kot pri divjem tipu BY4741 in BY4741 
sur1Δ, zato je bilo težko ujeti povsem enake deleže protoplastov pri vseh treh sevih. Odločili 
smo se za preverjanje vpliva deleža uspešnega protoplastiranja na vezavo proteina, pri 
katerem smo uporabili divji tip in csg2Δ. Ugotovili smo, da višji delež protoplastov pomeni 
večjo dovzetnost za vezavo proteina. Višji odstotek protoplastov pomeni, da je v mešanici 
več protoplastov kot celic s celično steno. Protoplasti imajo izpostavljeno celično membrano, 
kjer se nahajajo sfingolipidi, na katere se protein NLPPya lahko veže. Ne glede na delež 
protoplastov se na BY4741 csg2Δ (Slika 19C in D) veže več proteina kot na divji tip BY4741 
(Slika 19A in B). BY4741 csg2Δ ima okvarjeno manozilacijo inozitol-fosfoceramida (IPC) 
do manoza-inozitol-fosfoceramida (MIPC) in manoza-(inozitol-P)2-ceramida (M(IP)2C). 
Znano je, da se proteini NLP vežejo na glikozilinozitol fosforilceramide (GIPC), ki so 
sestavljeni iz IPC, ki je povezan z glukuronsko kislino (GlcA-IPC) ter različnim številom 
terminalnih heksoz (glukoza, glukozamin, N-acetilglukozamin, manoza, galaktoza, 
arabinoza ali fukoza) (Lenarčič in sod., 2017). Pričakovali smo, da se bo več proteina NLPPya 
vezalo na divji tip BY4741 kot na BY4741 csg2Δ. V nasprotju z našimi pričakovanji se je 
izkazalo, da ta mutanta veže več proteina od divjega tipa kvasovke. Rezultati kažejo, da se 
protein bolje veže na IPC kot na MIPC ali M(IP)2C. 
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Slika 19: Vpliv protoplastiranja na vezavo označenega proteina NLPPya na kvasne protoplaste.  
Rezultati so pridobljeni s pomočjo pretočnega citometra, koncentracija proteina NLPPya je 50 μM. A) 
Histogram označenih protoplastov BY4741, 64 % protoplastov kvasni protoplasti. B) Histogram označenih 
protoplastov BY4741, 56 % protoplastirani kvasni protoplasti. C) Histogram označenih protoplastov  BY4741 
csg2Δ, 64 % protoplastirani kvasni protoplasti. D) Histogram označenih protoplastov BY4741 csg2Δ, 56 % 
protoplastirani kvasni protoplasti. 
4.3.2 Izbor ustrezne negativne kontrole 
Pri večini meritev na pretočnem citometru smo za negativno kontrolo vzeli kvasne 
protoplaste brez dodanega označenega proteina. Za bolj natančno meritev vezanega proteina 
smo preizkusili tri potencialne negativne kontrole, ki so bile označene kot vzorčni protein, z 
Alexa Fluor™ 488 NHS Esters.  
Pri prvem poskusu smo uporabili sveže kvasovke BY4741, ki smo jim dodali označen 
protein NLPPya (Slika 20A). Kvasovke so tako prišle v stik z označenim proteinom. Protein 
NLPPya se veže na sfingolipide v celični membrani, ki pa je pri kvasovkah skrita za celično 
steno. Sklepali smo, da se protein na kvasovke ne bo vezal, oziroma se ga bo vezalo zelo 
malo, veliko manj kot na kvasne protoplaste, ki imajo izpostavljeno celično membrano in s 
tem dostop do sfingolipidov. S pomočjo pretočnega citometra smo ugotovili, da se na sveže 
kvasovke veže zelo malo proteina, ker pa se ga nekaj vseeno veže, sklepamo, da se kvasovke 
med postopkom priprave nekoliko poškodujejo, ali pa, da se manjši delež proteina 
nespecifično veže na celično steno kvasovk. 
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Poskus smo ponovili z označenim necitotoksičnem proteinom HaNLP3 (Slika 20B), ki se na 
kvasne protoplaste veže manj od citotoksičnega proteina NLPPya, kar smo ugotovili v 
podpoglavju 4.3.3. S pomočjo podatkov iz pretočnega citometra smo ugotovili, da se na 
kvasne protoplaste veže nekaj proteina. 
Poskusili smo tudi s toplotno denaturiranim označenim proteinom NLPPya (Slika 20C). 
Sklepali smo, da se denaturiran protein ne bo vezal na kvasne protoplaste. Ugotovili smo, da 
se nekaj denaturiranega proteina vseeno veže na kvasne protoplaste. Verjetno med 
denaturacijo niso denaturirale vse molekule proteina,  kar je omogočilo zaznavanje rahle 
vezave proteina na protoplaste. Najboljša negativna kontrola so sveže kvasovke z dodanim 
označenim proteinom NLPPya. 
 
Slika 20: Izbor najbolj ustrezne negativne kontrole.  
Rezultati pridobljeni s pomočjo pretočnega citometra, koncentracija proteina NLPPya in HaNLP3 je 50 μM, 60 
% kvasni protoplasti. A) Uporaba svežih kvasovk BY4741 z označenim proteinom NLPPya. B) Uporaba 
označenega proteina HaNLP3 na kvasnih protoplastih BY4741. C) Uporaba toplotno denaturiranega 
označenega proteina NLPPya na kvasnih protoplastih BY4741. Rdeča – kvasni protoplasti BY4741 brez 
proteina, modra – kvasovke BY4741 z označenim proteinom NLPPya, zelena – kvasni protoplasti BY4741 z 
označenim proteinom HaNLP3, oranžna – kvasni protoplasti s toplotno denaturiranim proteinom NLPPya. 
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4.3.3 Vezava različnih proteinov NLP na kvasne protoplaste 
Pričakovali smo večjo vezavo proteina NLPPya, ki je toksičen, v primerjavi z netoksičnim 
proteinom HaNLP3. To hipotezo smo potrdili s pomočjo meritev pretočnega citometra 
(Slika 21). Največji fluorescentni signal je oddal protein NLPPya STW-HSF. Agregati 
mutante bi lahko prispevali k visokemu rezultatu fluorescence. 
 
Slika 21: Rezultati vezave različnih proteinov NLP na kvasne protoplaste BY4741.  
Rezultati pridobljeni s pomočjo pretočnega citometra, koncentracija proteinov je 50 μM, proteini so označeni 
z barvilom Alexa Fluor™ 488 NHS Esters, 60 % kvasni protoplasti. A) Prekrivajoči grafi fluorescence kvasnih 
protoplastov: zelena – samo kvasni protoplasti, oranžna – kvasni protoplasti z dodano označeno proteinsko 
mutanto NLPPya STW-HSF, modra – kvasni protoplasti z dodanim označenim proteinom HaNLP3, rdeča – 
kvasni protoplasti z dodanim označenim proteinom NLPPya. B) Grafični prikaz odstotkov fluorescirajočih 
kvasnih protoplastov. Stolpci so povprečje dveh neodvisnih poskusov, pri NLPPya STW-HSF je predstavljena 
samo ena meritev. 
Vezavo označenih proteinov NLP na kvasne protoplaste smo sledili tudi s konfokalnim 
mikroskopom (Slika 22). Tudi iz mikroskopskih slik je razvidna razlika vezave proteinov na 
kvasne protoplaste. Pri inkubaciji z označenim proteinom HaNLP3 (Slika 22A in B) smo 
zasledili šibek fluorescentni signal na kvasnih protoplastih. Pri inkubaciji z označenim 
proteinom NLPPya (Slika 22C in D) pa smo zaznali močnejši fluorescentni signal. Ugotovili 
smo, da se nekaj proteina  HaNLP3 veže na manjši delež kvasnih protoplastov, zato je 
fluorescentni signal šibek. Pri proteinu NLPPya pa se, vsaj na določen delež kvasnih 
protoplastov, veže velika količina proteina, kar lahko vidimo kot močno fluorescirajoče 
kvasne protoplaste. Na veliko kvasnih protoplastov pa se protein sploh ne veže. Pri NLPPya 
STW-HSF (Slika 22E in F) smo potrdili agregacijo, saj smo opazili proteinske agregate, ki 
so pripomogli k visokemu signalu fluorescence pri rezultatih pretočne citometrije (Slika 
21B). Protoplasti so v povprečju veliki 5 µm, proteinski agregati pa so bili od protoplastov 
večji vsaj za štiritkrat, nekateri celo štiridesetkrat. 
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Slika 22: Vezava različnih proteinov NLP na kvasne protoplaste BY4741. 
Rezultati so pridobljeni s pomočjo konfokalne mikroskopije, koncentracija proteinov je 50 μM, proteini so 
označeni z barvilom Alexa Fluor™ 488 NHS Esters, 60 % kvasni protoplasti. A) Kvasni protoplasti z 
označenim proteinom HaNLP3. B) Kvasni protoplasti z označenim proteinom HaNLP3 slikani pod belo 
svetlobo. C) Kvasni potoplasti z označenim proteinom NLPPya. D) Kvasni protoplasti z označenim proteinom 
NLPPya slikani pod belo svetlobo. E) Kvasni protoplasti z označenim proteinom NLPPya STW-HSF. F) Kvasni 
protoplasti z označenim proteinom NLPPya STW-HSF slikani z belo svetlobo. Merilo pri slikah predstavlja 50 
µm. 
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Na podlagi prikazanih rezultatov pretočne citometrije, konfokalne mikroskopije (Slika 21 in 
22) ter povprečnih rezultatov DOL (Preglednica 8) lahko trdimo, da se protein NLPPya veže 
na kvasne protoplaste, medtem ko se protein HaNLP3 veže na kvasne protoplaste v zelo 
majhni meri. 
4.3.4 Vpliv koncentracije proteina NLPPya na vezavo na kvasne protoplaste  
S pomočjo pretočnega citometra smo ugotovili, da se z višanjem koncentracije proteina na 
kvasne protoplaste veže več le-tega, posledica je višanje fluorescentnega signala, ki ga zazna 
pretočni citometer (Slika 23). Podoben rezultat smo dobili tako pri kvasnih protoplastih, ki 
so bili pred meritvami inkubirani s proteinom 30 min (Slika 23A2), kot pri kvasnih 
protoplastih, ki pred meritvami niso bili inkubirani (Slika 23A1). 
 
Slika 23: Vpliv koncentracije proteina NLPPya na kvasne protoplaste BY4741 pri inkubaciji 30 min in brez 
inkubacije. 
Rezultati dobljeni s pomočjo pretočne citometrije, protein je označen z barvilom Alexa Fluor™ 488 NHS 
Esters, 60 % kvasni protoplasti. A1) Prekrivajoči grafi fluorescence kvasnih protoplastov, ki pred merjenjem 
niso bili inkubirani s proteinom. A2) Prekrivajoči grafi fluorescence kvasnih protoplastov, ki so bili pred 
merjenjem inkubirani s proteinom 30 min. Legenda A1 in A2: temno zelena – brez proteina, svetlo zelena – 
25 μM NLPPya, oranžna – 50 μM NLPPya, modra – 100 μM NLPPya, rdeča – 200 μM NLPPya. B) Grafični prikaz 
odstotkov fluorescentnih kvasnih protoplastov. 
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Kvasne protoplaste z označenim proteinom smo slikali tudi pod konfokalnim mikroskopom 
(Slika 24). Rezultati dobljeni s pomočjo konfokalnega mikroskopa sovpadajo z rezultati s 
pretočnega citometra. Ponovno smo opazili, da je pri 25 µM koncentraciji proteina en del 
kvasnih protoplastov označenih, pri 200 µM koncentraciji pa je teh kvasnih protoplastov 
veliko več in močneje fluorescirajo, torej imajo vezano večjo količino označenega proteina. 
Tudi tukaj smo opazili, da je ob 30 min inkubaciji več fluorescentnih kvasnih protoplastov, 
kar pomeni, da inkubacija poveča vezavo proteina. 
 
Slika 24: Vpliv koncentracije proteina NLPPya na kvasne protoplaste BY4741 pri 30 min inkubaciji in brez 
inkubacije. 
Rezultati dobljeni s pomočjo konfokalne mikroskopije, protein je označen z barvilom Alexa Fluor™ 488 NHS 
Esters, 60 % kvasni protoplasti. Merilo predstavlja 50 µm. 
Na podlagi rezultatov pretočnega citometra ter konfokalnega mikroskopa (Slika 23 in 24) 
lahko trdimo, da koncentracija proteina NLPPya vpliva na njegovo vezavo na kvasne 
protoplaste. Z višanjem koncentracije se na protoplaste veže več proteina, kar opazimo kot 
povečevanje signala fluorescence. Ob višji kocentraciji je v mešanici več molekul proteina, 
ki se lahko vežejo na kvasne protoplaste in najverjetneje na njih celo oligomerizirajo. Pri 
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nižji koncentraciji pa je manj proteinskih molekul, ki bi se lahko vezale na membrano. Zaradi 
nižje koncentracije se proteinske molekule težje srečajo in oligomerizirajo.  
Trdimo lahko tudi, da inkubacija proteina NLPPya s kvasnimi protoplasti vpliva na njegovo 
vezavo, saj se vezava proteina na protoplaste poveča ob podaljšani inkubaciji. Pri inkubaciji 
so molekule proteina dlje časa v stiku z membranami kvasnih protoplastov in imajo več časa, 
da se nanje vežejo in med seboj oligomerizirajo. Ko kvasnih protoplastov s proteinom ne 
inkubiramo, ima ta manjšo možnost za vezavo, saj se ob spiranju večina proteina odstrani še 
preden bi se ta lahko vezal na membrano. 
4.3.5 Vpliv okvarjenosti genov SUR1 in CSG2 na vezavo proteina NLPPya na kvasne 
protoplaste  
S pomočjo pretočnega citometra smo ugotovili, da se pri nespranih kvasnih protoplastih 
pojavi na grafu poleg prvega vrha, ki je vedno prisoten, še drugi vrh, ki je zelo pomaknjen v 
desno smer, kar predstavlja močan fluorescentni signal. Drugi vrh je najvišji pri  BY4741 
csg2Δ, pri BY4741 sur1Δ in BY4741 pa je nižji (Slika 25A1 in A2). Pričakovali smo, da se 
bo več proteina NLPPya vezalo na na BY4741 sur1Δ kot na divji tip. V nasprotju z našimi 
pričakovanji smo ugotovili, da ta mutanta veže celo nekoliko manj proteina od divjega tipa 
kvasovke. Rezultat je presenetljiv, saj smo ugotovili, da se protein bolje veže na IPC kot 
MIPC ali M(IP)2C, BY4741 sur1Δ pa vsebuje nekoliko znižano koncentracijo manoziliranih 
sfingolipidov in nekoliko povišano koncentracijo IPC. 
Ugotovili smo tudi, da je fluorescenca v nespranih vzorcih bistveno višja kot pri spranih 
vzorcih (Slika 25B). Iz tega lahko sklepamo, da se pri spiranju vezan protein iz kvasnih 
protoplastov izgublja. Poleg tega pa smo opazili, da se, ne glede na spiranje oziroma 
nespiranje, na BY4741 csg2Δ veže več proteina kot na BY4741 ali BY4741 sur1Δ.  
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Slika 25: Vpliv okvarjenosti manozilacije sfingolipidov na vezavo označenega proteina NLPPya na kvasne 
protoplaste.  
Rezultati dobljeni s pomočjo pretočne citometrije, koncentracija proteina NLPPya je 50 μM, protein je označen 
z barvilom Alexa Fluor™ 488 NHS Esters, 60 % kvasni protoplasti. A1) Prekrivajoči grafi fluorescence 
kvasnih protoplastov, ki so bili pred merjenjem dvakrat sprani, A2) Prekrivajoči grafi fluorescence kvasnih 
protoplastov, ki pred merjenjem niso bili sprani. Legenda A1 in A2: zelena – kvasni protoplasti BY4741 brez 
proteina, oranžna – kvasni protoplasti BY4741 csg2Δ z označenim proteinom, modra – kvasni protoplasti 
BY4741 sur1Δ z označenim proteinom, rdeča – kvasni protoplasti BY4741 z označenim proteinom. B) 
Grafični prikaz odstotkov fluorescirajočih kvasnih protoplastov. Stolpci so povprečje treh neodvisnih 
poskusov, napaka prikazuje standardni odklon. 
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4.3.5.1 Vpliv spiranja na vezavo označenega proteina NLPPya na kvasne protoplaste 
Ker smo hoteli preveriti vpliv spiranja označenega proteina NLPPya, ki smo ga opazili  v 
poglavju 4.3.5., smo poskus ponovili na divjem tipu BY4741. Ob spremljanju vpliva spiranja 
proteina iz kvasnih protoplastov s pomočjo konfokalne mikroskopije smo potrdili, da je pri 
nespranih vzorcih veliko kvasnih protoplastov šibko označenih (Slika 26). Pri večkratnem 
spiranju pa se količina označenih kvasnih protoplastov zmanjšuje. Po dvakratnem spiranju 
ostanejo označeni samo kvasni protoplasti, ki so močno fluorescentni. Rezultati nakazujejo, 
da so v primeru, ko je na kvasni protoplast vezanih manj molekul, le-te vezane bolj šibko 
kot v primeru, ko je na kvasni protoplast vezanih več molekul, ki so morda že oligomerizirale 
in se zato močneje vezale na membrano kvasnih protoplastov. 
 
Slika 26: Vpliv spiranja na vezavo proteina NLPPya na kvasne protoplaste BY4741. 
Rezultati dobljeni s pomočjo konfokalne mikroskopije, koncentracija proteina NLPPya je 50 μM, protein je 
označen z barvilom Alexa Fluor™ 488 NHS Esters, 60 % kvasni protoplasti. Merilo predstavlja 25 µm. 
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4.3.6 Toksičnost proteina NLPPya za kvasne celice 
S pretočnim citometrom in s pomočjo propidijevega jodida (PI) smo sledili umiranju 
kvasovk in kvasnih protoplastov zaradi toksičnosti proteina NLPPya (Slika 27). PI prehaja 
samo v mrtve oziroma poškodovane kvasne celice in kvasne protoplaste. Po dodatku PI 
kvasovkam smo dobili zelo nizko fluorescenco, kar pomeni, da skoraj ni mrtvih oziroma 
poškodovanih celic. Nekoliko višji signal fluorescence je pri kvasnih protoplastih. Kvasni 
protoplasti so brez celične stene veliko bolj občutljivi in se hitreje poškodujejo. 
 
Slika 27: Sledenje umiranju kvasovk in kvasnih protoplastov BY4741 zaradi toksičnosti proteina NLPPya. 
Rezultati dobljeni s pomočjo pretočne citometrije, koncentracija proteina NLPPya je 50 μM, 60 % kvasni 
protoplasti. A) Grafi, ki smo jih dobili s pomočjo pretočnega citometra. B) Grafični prikaz odstotkov živih 
kvasovk in kvasnih protoplastov. PI – propidijev jodid, EtOH – 75 % etanol. 
Ko smo kvasnim celicam in kvasnim protoplastom dodali protein NLPPya in PI ter mešanico 
inkubirali, smo ugotovili, da dodan protein nima vpliva na kvasovke. Kvasni sfingolipidi so 
skriti za celično steno, zato se protein nanje ne veže. Tudi pri kvasnih protoplastih je 
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fluorescentni signal relativno šibek, kar nam pove, da protein NLPPya le v manjši meri 
poškoduje kvasne protoplaste. Pričakovali smo, da bo vpliv proteina na protoplaste večji. Iz 
tega rezultata sklepamo, da protein na kvasne protoplaste deluje bistveno manj toksično kot 
na celice dvokaličnic. 
Poskus smo ponovili še z 200 µM proteinom NLPPya in kvasnimi protoplasti BY4741 (Slika 
28). Pri tej koncentraciji proteina je bilo mrtvih približno 50 % kvasnih protoplastov, pri 100 
µM koncentraciji pa le 19 %. Poleg tega smo zaznali bistveno povečano koncentracijo 
drobirja, koncentracija protoplastov je glede na ozadje padla s 75 % na 10 %, kar pomeni da 
je precejšen delež protoplastov počil, kar je povzročilo nastanek manjših delcev, ki 
predstavljajo ozadje. 
 
Slika 28: Sledenje umiranju kvasnih protoplastov BY4741 zaradi toksičnosti proteina NLPPya. 
Rezultati pridobljeni s pomočjo pretočne citometrije, koncentracija proteina NLPPya je 200 μM, 60 % kvasni 
protoplasti. 
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4.3.7 Pokanje kvasnih protoplastov zaradi toksičnosti označenega proteina NLPPya v 
odvisnosti od časa 
Pokanju kvasnih protoplastov zaradi toksičnosti označenega proteina NLPPya smo sledili s 
pomočjo pretočnega citometra. Ugotovili smo, da se ob dodatku proteina NLPPya s časom 
količina kvasnih protoplastov zmanjšuje (Slika 29). Sklepamo da protein na kvasne 
protoplaste deluje počasi in da jih najverjetneje uniči tako, da kvasni protoplasti razpadejo. 
 
Slika 29: Pokanje kvasnih protoplastov BY4741 zaradi toksičnosti označenega proteina NLPPya v odvisnosti 
od časa. 
Rezultati dobljeni s pomočjo propidijevega jodida in pretočne citometrije, koncentracija proteina NLPPya je 50 
μM, 60 % kvasni protoplasti, vzorce smo merili 1 min pri istem pretoku. A) Slike, ki smo jih dobili s pomočjo 
pretočnega citometra. B) Grafični prikaz rezultatov s pretočnega citometra. 
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4.3.8 Pokanje kvasnih protoplastov zaradi toksičnosti proteina NLPPya 
Z uporabo  Bürker-Türk-ove števne ploščice smo spremljali število kvasnih protoplastov v 
času 0, 30, 60, 90 in 120 min. Ugotovili smo, da se število kvasnih protoplastov ne znižuje, 
če jih speremo s centrifugiranjem ter namesto proteina NLPPya dodamo pufer MES. S 
spiranjem odstranimo encim litikazo. Ker encima ni več, ne more delovati na celično steno 
kvasnih protoplastov, zato se njihova količina s časom ne spreminja. Sam pufer MES tudi 
ne vpliva na stanje kvasnih protoplastov (Slika 30, rdeča barva). 
Če kvasnih protoplastov ne speremo in jim dodamo pufer MES, se s časom njihova 
koncentracija znižuje. V mešanici je prisoten encim litikaza, ki še vedno deluje na kvasne 
protoplaste, torej odstranjuje celično steno. Kvasni protoplasti posledično postanejo bolj 
občutljivi in hitreje počijo (Slika 30, svetlo modra barva).  
Ko smo spranim kvasnim protoplastom dodali protein NLPPya, se je njihova koncentracija 
postopno zniževala. S spiranjem smo odstranili encim litikazo in s tem njen vpliv na kvasne 
protoplaste, tako smo dobili samo vpliv proteina NLPPya. Rezultati kažejo na to, da protein 
NLPPya deluje na kvasne protoplaste tako, da se njihovo število s časom zmanjšuje, torej 
protoplasti popokajo (Slika 30, svetlo zelena barva). S tem rezultatom smo potrdili rezultate, 
ki smo jih dobili s pretočnim citometrom (poglavje 4.3.7.). Ob primerjavi krivulj smo 
ugotovili, da je hitrost razpada kvasnih protoplastov zaradi proteina NLPPya zelo podobna 
hitrosti razpada kvasnih protoplastov zaradi vpliva encima litikaza. Oba, tako encim litikaza 
kot protein NLPPya, potrebujeta čas za svojo vezavo na kvasne protoplaste in posledičen 
razpad le-teh. Hitrost razpada je enakomerna, kar pomeni, da tako NLPPya kot litikaza po 
razpadu kvasnega protoplasta ostaneta vezana na delčke razpadle celične stene in membrane. 
V nadaljnih poskusih smo vse kvasne protoplaste po dodatku proteina sprali s 
centrifugiranjem, da smo odstranili zunanje vplive. 
 
Slika 30: Primerjava vpliva spiranja kvasnih protoplastov BY4741 po dodatku neoznačenega proteina NLPPya 
v odvisnosti od časa. 
Rezultati dobljeni s pomočjo štetja celic pod svetlobnim mikroskopom, koncentracija proteina NLPPya je 50 
μM, 60 % kvasni protoplasti. Vsaka točka predstavlja povprečje treh neodvisnih poskusov, napaka predstavlja 
standardni odklon. 
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Pri vplivu koncentracije neoznačenega proteina NLPPya na kvasne protoplaste BY4741 smo 
ugotovili, da se je število kvasnih protoplastov s časom najmanj znižalo pri 25 µM 
koncentraciji proteina NLPPya ter največ pri 200 µM koncentraciji proteina NLPPya (Slika 
31). To je pričakovan rezultat, saj je pri 25 µM proteinu NLPPya malo molekul proteina, ki 
se lahko vežejo na kvasne protoplaste in s tem toksično vplivajo nanje. Pri 200 µM 
koncentraciji pa je proteina bistveno več in se lahko v večjem številu veže na kvasne 
protoplaste. Podoben rezultat smo dobili tudi s pretočnim citometrom in konfokalnim 
mikroskopom (poglavje 4.3.4).  
 
Slika 31: Vpliv koncentracije neoznačenega proteina NLPPya na kvasne protoplaste BY4741 v odvisnosti od 
časa. 
Rezultati dobljeni s pomočjo štetja celic pod svetlobnim mikroskopom, 60 % kvasni protoplasti. Vsaka točka 
predstavlja povprečje treh neodvisnih poskusov, napaka predstavlja standarsni odklon. 
S pomočjo konfokalne mikroskopije smo kvasne protoplaste z dodanim proteinom NLPPya 
tudi slikali (Slika 32). Ugotovili smo, da so ob času 0 min kvasni protoplasti lepe okrogle 
oblike. Protein na kvasne protoplaste na začetku še nima vpliva, zato so takrat še 
nedotaknjeni. Potem pa se s časom njihovo število počasi zmanjšuje. Poleg zmanjševanja 
števila kvasnih protoplastov pa se spreminja tudi njihova oblika, postanejo zrnati, nagubani 
in nepravilnih oblik. Nastane  tudi več delcev razpadlih kvasnih protoplastov v ozadju, ki jih 
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Slika 32: Pokanje kvasnih protoplastov BY4741 zaradi toksičnosti neoznačenega proteina NLPPya v odvisnosti 
od časa. 
Rezultati dobljeni s pomočjo konfokalne mikroskopije, koncentracija proteina NLPPya je200 μM, 60 % kvasni 
protoplasti. A) Inkubacija 0 min. B) Inkubacija 60 min. C) Inkubacija 120 min. Puščice predstavljajo primere 
razpadlih oziroma poškodovanih kvasnih protoplastov. Merilo predstavlja 10 µm.  
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Pri opazovanju vpliva delecij genov SUR1 in CSG2 na toksičnost proteina NLPPya smo 
ugotovili, da ni velike razlike v toksičnosti proteina na kvasne protoplaste divjega tipa 
BY4741 in njuni mutanti. Glede na to, da se na BY4741 csg2Δ veže več proteina kot na divji 
tip in BY4741 sur1Δ, smo pričakovali da bo tudi vpliv proteina na to mutanto višji (Slika 
33A), vendar je njegov vpliv le malo večji na mutanti kot na divji tip (Slika 33B). Na 
BY4741 sur1Δ se v primerjavi z divjim tipom kvasovke veže nekoliko manj proteina 
NLPPya, kar smo s pomočjo pretočne citometrije ugotovili v eksperimentu, opisanem v 
poglavju 4.3.5. Ne glede na manjšo vezavo pa je protein celo nekoliko bolj toksičen za 
mutanto kot za divji tip kvasovke, kar je v nasprotju z našimi predvidevanji. 
 
Slika 33: Vpliv mutacij genov SUR1 in CSG2 na toksičnost neoznačenega proteina NLPPya v odvisnosti od 
časa. 
Rezultati dobljeni s pomočjo štetja celic pod svetlobnim mikroskopom, 60 % kvasni protoplasti. A) 
Koncentracija uporabljenega proteina NLPPya je bila 50 μM. B) Koncentracija uporabljenega proteina je bila 
200 μM. Vsaka točka predstavlja povprečje treh neodvisnih poskusov, napaka predstavlja standardni odklon. 
Ob primerjavi proteina NLPPya in HaNLP3 smo ugotovili, da protein HaNLP3 ni tako 
toksičen za kvasne protoplaste kot protein NLPPya. Rezultat je pričakovan, saj je protein 
HaNLP3 za dvokaličnice netoksičen in se tudi slabše veže na kvasne protoplaste od proteina 
NLPPya (Slika 34). Da se protein HaNLP3 slabše veže na kvasne protoplaste smo dokazali 
že v poskusu vezave različnih proteinov NLP na kvasne protoplaste (poglavje 4.3.3). 
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Slika 34: Primerjava toksičnosti neoznačenega proteina NLPPya in HaNLP3 v odvisnosti od časa. 
Rezultati dobljeni s pomočjo štetja celic pod svetlobnim mikroskopom, koncentracija proteina NLPPya in 
HaNLP3 je 50 μM, 60 % kvasni protoplasti. Vsaka točka predstavlja povprečje treh neodvisnih poskusov, 
napaka predstavlja standarsni odklon. 
4.4 TANKOPLASTNA KROMATOGRAFIJA KVASNIH LIPIDOV IN 
SFINGOLIPIDOV 
4.4.1 Lipidi v membranah kvasnih sevov 
Z namenom primerjave razlik med kvasnimi lipidi divjega tipa BY4741, BY4741 sur1Δ in 
BY4741 csg2Δ smo izolirali celokupne lipide ter jih ločili s pomočjo tankoplastne 
kromatografije (TLC). Ugotovili smo, da je najboljša ločba pri mobilni fazi 
kloroform/metanol/2 M amonij v razmerju 65/25/4 (V/V/V) (Slika 35), najslabša pa pri 
mobilni fazi fazo kloroform/metanol/voda MQ v razmerju 50/40/10 (V/V/V) (Slika 36). S 
primerjavo rezultatov vseh treh mobilnih faz, vseh treh sevov ter barvanj z primulinom in 
orcinolom smo ugotovili, da je lipidni profil vseh treh sevov v vseh uporabljenih mobilnih 
fazah dokaj podoben.Vsi trije sevi vsebujejo vijolične pasove, ki predstavlja manozilirane 
lipide, katere smo detektirali s pomočjo orcinola. Ravno tako vsi trije sevi vsebujejo tudi 
podobne fluorescentne pasove, ki smo jih detektirali s pomočjo primulina. Na podlagi 
rezultatov zato ne moremo trditi, da obstaja razlika v lipidnem profilu vseh treh sevov. 
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Slika 35: TLC z mobilno fazo kloroform/metanol/2 M amonij (65/25/4 (V/V/V)). 
1 - 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoholin (POPC), 2 – BY4741, 3 – BY4741 sur1Δ, 4 – BY4741 csg2Δ. Levo je 
slika plošče TLC barvane s primulinom ter osvetljene z UV svetlobo, desno je slika plošče TLC barvane z 
orcinolom ter segreta na 120 °C do razvitja barve. 
 
Slika 36: TLC z mobilno fazo kloroform/metanol/voda MQ (50/40/10 (V/V/V)). 
1 - 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoholin (POPC), 2 – BY4741, 3 – BY4741 sur1Δ, 4 – BY4741 csg2Δ. Levo je 
slika plošče TLC barvane s primulinom ter osvetljene z UV svetlobo, desno je slika plošče TLC barvane z 
orcinolom ter segreta na 120 °C do razvitja barve. 
Porenta A. Vpliv proteinov NLP na kvasovke.  




Slika 37: TLC z mobilno fazo kloroform/metanol/2 M amonij (55/35/4 (V/V/V)). 
1 - 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoholin (POPC), 2 – BY4741, 3 – BY4741 sur1Δ, 4 – BY4741 csg2Δ. Levo je 
slika plošče TLC barvane s primulinom ter osvetljene z UV svetlobo, desno je slika plošče TLC barvane z 
orcinolom ter segreta na 120 °C do razvitja barve. 
4.4.2 Sfingolipidi v membranah kvasnih sevov 
Iz kvasovk seva BY4741, BY4741 sur1Δ in BY4741 csg2Δ smo izolirali tudi sfingolipide 
ter jih ločili s pomočjo TLC (Slika 38). Tukaj smo se osredotočili na ključne razlike pri 
barvanju s primulinom in orcinolom, saj s primulinom detektiramo vse sfingolipide (IPC, 
MIPC ter M(IP)2C), z orcinolom pa samo lipide, ki vsebujejo sladkor (MIPC in M(IP)2C). 
Uemura in sod. (2003) so z analizo lipidov gotovili, da pri sur1Δ pride do nekoliko znižane 
koncentracije MIPC in M(IP)2C, količina IPC pa je malenkost zvišana, pri csg2Δ pa pride 
do znatnega zmanjšanja sinteze MIPC in M(IP)2C ter do znatnega povišanja koncentracije 
IPC.  
Ugotovili smo, da se pri barvanju z orcinolom, pri vseh temperaturnih pogojih, vidi vijoličen 
pas samo pri divjem tipu BY4741, pri mutantah pa ne, kar pomeni, da samo divji tip vsebuje 
manozilirane sfingolipide MIPC in M(IP)2C. Rezultat je pri BY4741 csg2Δ v skladu z našimi 
pričakovanji, saj ima ta mutanta, v primerjavi z divjim tipom kvasovke, zelo zmanjšano 
nastajanje MIPC in M(IP)2C. BY4741 sur1Δ pa ima samo nekoliko zmanjšano nastajanje 
manoziliranih sfingolipidov, zato tak rezultat ni bil pričakovan. Rezultati nam povedo, da 
mutanti ne vsebujeta MIPC in M(IP)2C, oziroma je njuna koncentracija močno znižana, pod 
mejo detekcije. Pri barvanju s primulinom pa smo ugotovili, da vsi trije kvasni sevi vsebujejo 
IPC. Fluorescentni pas je bolj opazen, oziroma debelejši, pri BY4741 csg2Δ, pri divjem tipu 
in BY4741 sur1Δ pa dokaj podoben. Rezultat je v skladu z našimi pričakovanji, saj ima 
BY4741 csg2Δ najbolj okvarjeno manozilacijo sfingolipidov, ne vsebuje  MIPC in M(IP)2C, 
posledično ima povišano koncentracijo IPC. Za kontrolo smo uporabili POPC, ki ga na 
slikah ni opaziti, saj je potoval hitreje od sfingolipidov. 
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Slika 38: TLC sfingolipidov kvasovk, ki so bile inkubirane pri 23, 30 in 37 °C. 
1 - 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoholin (POPC), 2 – BY4741, 3 – BY4741 sur1Δ, 4 – BY4741 csg2Δ. 
Po izolaciji smo vse sfingolipide stehtali (Preglednica 9). Pri vseh temperaturah smo dobili 
najvišjo težo sfingolipidov pri BY4741 sur1Δ, najnižjo pa pri BY4741 csg2Δ. Dobljeni 
rezultati tehtanja posušenih sfingolipidov in TLC niso v skladu z navedbami v literaturi, saj 
bi morali v skladu z njimi pri tehtanju sfingolipidov dobiti najvišjo težo pri 37 °C. Naši 
rezultati pa kažejo, da je pri 37 °C teža sfingolipidov najnižja. Kvasovke, ki so pod toplotnim 
stresom, sprožijo nalaganje trehaloze, ki omogoči temperaturno zaščito. Za akumulacijo 
trehaloze so pomembni sfingolipidi, katerih sinteza se pri povišani temperaturi začasno 
poviša, kar so ugotovili  Dickson in sod. (2002, 2006). 
Preglednica 9: Mase posušenih izoliranih sfingolipidov 




BY4741 sur1Δ 1,71 




BY4741 sur1Δ 1,04 




BY4741 sur1Δ 0,49 
BY4741 csg2Δ 0,31 
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 Protein NLPPya se veže na kvasne protoplaste, ne pa na kvasovke s celično steno. 
Višji je odstotek protoplastov, več proteina se veže na celice.  
 
 Protein NLPPya je toksičen za kvasne protoplaste, ne pa za intaktne kvasne celice. 
Protein se očitno veže na celično membrano. Ob prisotni celični steni protein NLPPya 
nima dostopa do celične membrane, zato na intaktne kvasne celice nima vpliva.  
 
 Z višanjem koncentracije proteina NLPPya se povečuje njegova vezava na protoplaste 
in njegova toksičnost.  
 
 Dolžina inkubacije  kvasnih protoplastov s proteinom NLPPya vpliva na vezavo in 
toksičnost proteina. Daljša je inkubacija  kvasnih protoplastov s proteinom NLPPya, 
več proteina se veže na protoplaste ter daljša je inkubacija protoplastov s proteinom, 
večja je njegovo toksičnost.  
 
 Protein NLPPya, ki je toksičen za rastlinske celice, je tudi za kvasne protoplaste bolj 
toksičen od proteina HaNLP3, ki za rastlinske celice ni toksičen. Hkrati se protein 
NLPPya na kvasne protoplaste tudi bolj močno veže kot netoksičen protein HaNLP3. 
 
 Delecija gena CSG2, ki ima ključno vlogo pri nastajanju glikoziliranih sfingolipidov, 
vpliva na moč vezave proteina NLPPya na kvasne protoplaste, saj se na to mutanto 
veže več proteina kot na divji tip in mutanto z delecijo SUR1. Mutanta z delecijo 
gena CSG2 ne vsebuje MIPC in M(IP)2C, pač pa vsebuje več IPC kot divji tip. 
  
Porenta A. Vpliv proteinov NLP na kvasovke.  





Družino proteinov NLP (NEP1-like proteins) sestavljajo polipeptidi, ki jih izločajo glive, 
oomicete in bakterije. Prvi pripadnik te družine je bil opisan leta 1995. 24 kDa velik protein, 
imenovan NEP1 (peptid 1, ki inducira nekrozo in sproščanje etilena), je bil izoliran iz medija 
glive Fusarium oxysporum. Različni proteini družine NLP si delijo visoko stopnjo 
sekvenčne podobnosti in inducirajo hipersenzitivnostni odziv (programirana celična smrt, z 
namenom omejitve okužbe) pri več kot 20 vrstah dvokaličnic. Poleg tega, da spodbujajo 
imunski odziv, ti proteini lahko ojačajo virulenco nekrotrofnih patogenov. Sposobnost 
indukcije celične smrti ter širok aktivnostni spekter proteinov NLP spominjata na citolitične 
toksine (aktinoporini). Poleg citolitičnih proteinov pa nekatere oomicete izločajo tudi 
netoksične proteine, ki so po sestavi zelo podobni citolitičnim proteinom. Ti organizmi so 
običajno obligatni biotrofi. Proteini NLP se vežejo na rastlisnke sfingolipide GIPC, toksični 
so za dvokaličnice, za enokaličnice pa ne, kljub temu da se nanje vežejo. 
Pri poskusih, v katerih smo uporabljali kvasne protoplaste Sacharomyces cerevisiae, smo 
opazovali vezavo različnih proteinov NLP (toksični NLPPya, NLPPya STW-HSF ter 
netoksični HaNLP3) in njihovo toksičnost. Ugotovili smo, da se protein NLPPya bolj močno 
veže na kvasne protoplaste od proteina HaNLP3 in je za kvasne protoplaste tudi bolj 
toksičen. Protein NLPPya je toksičen protein in ga izloča nekrotrof Pythium aphanidermatum, 
ki za svojo rast in razvoj potrebuje mrtve celice. Protein HaNLP3 pa izloča obligatni biotrof 
Hyaloperonospora arabidopsidis, ki za svojo rast in razvoj potrebuje žive celice gostitelja. 
Rezultate smo dobili s pomočjo pretočnega citometra, konfokalnega mikroskopa in s štetjem 
celic na števni plošči pod svetlobnim mikroskopom. Na vezavo in toksičnost proteina NLPPya 
vpliva tudi čas inkubacije proteina s kvasnimi protoplasti ter spiranje. Ko mešanice proteina 
s kvasnimi protoplasti pred meritvami nismo sprali, je bilo na kvasne protoplaste vezanega 
več proteina, kot ko smo mešanico sprali. To pomeni, da se vezan protein s spiranjem 
izgublja iz protoplastov, saj so v primeru, ko je na kvasni protoplast vezanih manj molekul, 
le-te vezane bolj šibko kot v primeru, ko je na kvasni protoplast vezanih več molekul, ki so 
morda že oligomerizirale in se zato močneje vezale na membrano kvasnih protoplastov. Pri 
inkubaciji pa smo ugotovili, da dlje kot protein inkubiramo s kvasnimi protoplasti, več se ga 
nanje veže. Pri opazovanju toksičnosti proteina NLPPya s PI in pretočnim citometrom smo 
ugotovili, da je protein nekoliko bolj toksičen za kvasne protoplaste kot za kvasne celice. Ob 
štetju celic pod svetlobnim mikroskopom pa smo opazili, da se s časom njihovo število 
zmanjšuje in da je v preparatu vedno več tako imenovanega ozadja, delčkov razpadlih 
kvasnih protoplastov. Sklepamo, da protein kvasne protoplaste popolnoma uniči. Na vezavo 
in toksičnost proteina NLPPya vpliva tudi koncentracija proteina: višja kot je, bolj se veže in 
bolj je toksičen. Pri primerjavi vezave in toksičnosti netoksičnega proteina HaNLP3 z 
vezavo NLPPya smo ugotovili, da se protein HaNLP3 na kvasne protoplaste veže šibkeje od 
NLPPya ter da je za njih tudi manj toksičen. 
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Kvasovka Saccharomyces cerevisiae je modelni organizem, ki ima enostavno sfingolipidno 
sestavo v primerjavi z rastlinkimi celicami. Vsebuje tri vrste sfingolipidov: IPC, MIPC ter 
M(IP)2C. Pri sintezi MIPC iz IPC so potrebni trije proteini, Sur1, Csg2 in Csh1, ki sestavljajo 
dva različna inozitol fosfoceramid manoziltransferazna kompleksa, Sur1-Csg2 in Csh1-
Csg2. Delecija gena SUR1 ali CSG2 zniža nivo nastanka MIPC in M(IP)2C, količina IPC pa 
se rahlo zviša. Vpliv mutacije csg2Δ je večji kot vpliv mutacije sur1Δ. 
Ob primerjavi vezave in toksičnosti proteina NLPPya na kvasne protoplaste divjega tipa 
BY4741 in BY4741 sur1Δ in BY4741 csg2Δ smo ugotovili da je toksičnost proteina le malo 
višja pri mutantah, vezava pa je pri BY4741 csg2Δ veliko višja kot pri divjem tipu BY4741 
in BY4741 sur1Δ. Iz teh rezultatov smo ugotovili, da se protein NLPPya bolje veže na IPC 
kot manozolirane sfingolipide. 
Iz vseh treh sevov kvasovk smo izolirali lipide in sfingolipide. S pomošjo TLC in 
specifičnega barvanja za lipide in glikolipide smo ugotovili, da divji tip kvasovke BY4741 
vsebuje glikolipide, saj so se ti obarvali vijolično ob barvanju z barvilom orcinol, medtem 
ko se pri mutantah tovrstno obarvanje ni pokazalo. Ob barvanju z barvilom primulin in 
njegovo detekcijo pod UV svetlobo smo ugotovili, da BY4741 csg2Δ vsebuje več IPC od 
BY4741 in BY4741 sur1Δ, saj je bil fluorescentni pas nekoliko debelejši kot pri ostalih 
dveh. 
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